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1     EINLEITUNG
1.1   Problemstellung und Zielsetzung
Mykoplasmen sind zellwandlose, z. T. pathogene Bakterien, die sowohl im Tier als auch im
Menschen einen Vielzahl von Krankheiten auslösen bzw. bereits bestehende negativ beeinflusse
können. Die Infektion mit pathogenen Mykoplasmen vermag im Wirtsorganismus eine zelluläre
Reaktion hervorzurufen, die u. a. durch die Infiltration von Leukozyten am Entzündu gsort
gekennzeichnet ist. Über die mykoplasmalen Komponenten, die diese Leukozyteninfiltration
auslösen, ist wenig bekannt. Lediglich in einer Membranprotein-Präparation aus M. ulmonis
konnte bisher eine chemotaktische Wirkung gegenüber B-Lymphozyten in vitro nachgewiesen
werden. Ziel dieser Arbeit war es, die in vivo Aktivität von MALP-2 (macrophage-activating
lipopeptide of molecular mass 2 kDa), einem Makrophagen stimulierend n Lipopeptid aus M.
fermentans, zu untersuchen. In vitro stimuliert MALP-2 murine Makrophagen u. a. zur Freiset-
zung von IL (Interleukin)-1, IL-6, TNF (Tumor Nekrose Faktor)-a und Stickstoffmonoxid (NO).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, daß MALP-2 auch in vivo die Fähigkeit besitzt, Makro-
phagen zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (TNF-a u d IL-6) zu stimulieren. Darüber
hinaus konnte erstmalig nachgewiesen werden, daß MALP-2 sowohl in vitro als auch in vivo die
Freisetzung chemotaktisch wirkender Chemokine induziert und auf diesem Weg zur Infiltration
von Leukozyten in das Gewebe (Leukozytendiapedese) und zu deren zielgerichteten Wanderung
zum Entzündungsherd (Chemotaxis) beiträgt. Neben der Membranprotein-Präparation aus M.
pulmonis tellt MALP-2 somit eine definierte, mykoplasmale Komponente dar, die die bei einer
Mykoplasmeninfektion zu beobachtende Infiltration von Leukozyten zu initiieren vermag.  
Ebenso wie MALP-2 verfügt auch Endotoxin, das Lipopolysaccharid (LPS) gram-negativer
Bakterien, über die Fähigkeit, Makrophagen zur Freisetzung von Zyto- und Chemokinen zu
stimulieren. Die Injektion hoher Endotoxindosen kann im Versuchstier das Vollbild eines septi-
schen Schocks auslösen. Dieser beruht u. a. auf einer massiven systemischen Freisetzung von
Entzündungsmediatoren, wie z. B. TNF-a. Durch die Injektion niedriger LPS-Dosen kann
hingegen ein Status der Toleranz gegenüber letalen LPS-Dosen induziert werden, der durch eine
reduzierte Zytokinfreisetzung gekennzeichnet ist. Dieses Phänomen wird auch als „Endotoxin-
toleranz“ bezeichnet. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Endotoxintoleranz auch durch
primäre Injektion des mykoplasmalen Lipopeptids MALP-2 induziert werden kann. Hierbei
konnte nachgewiesen werden, daß die Applikation von MALP-2 eine Reduktion der Endotoxin-
induzierten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (TNF-a u d IL-6) zur Folge hat. Diese
reduzierte Zytokinfreisetzung kann als erster Beweis dafür angesehen werden, daß MALP-2 über
die Fähigkeit zur Toleranzinduktion gegenüber LPS verfügt.
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1.2     Mykoplasmen
Mykoplasmen sind die kleinsten zur Autoreduplikation fähigen Prokaryonten. Ihr Genom ent-
spricht mit ca. 600 bis 1400 Kilobasen [133] nur etwa einem Viertel des Genoms von Escherichia
coli und zeichnet sich durch einen niedrigen Guanin-Cytosin-Gehalt (24 - 33 Mol%) aus [181].
Taxonomisch werden Mykoplasmen in der Klasse der Mollicutes (Weichhäur) zusammengefaßt
[144].
Klasse: Mollicutes
 Ordnung I: Mycoplasmatales
Familie I:  Mycoplasmataceae
Gattung I:  Mycoplasma
Gattung II: Ureaplasma 
 Ordnung II: Entomoplasmatales
Familie I:  Entomoplasmataceae
Gattung I:  Entomoplasma
Gattung II: Mesoplasma
Familie II: Spiroplasmataceae
Gattung I:  Spiroplasma
 Ordnung III: Acholeplasmatales
Familie I:  Acholeplasmataceae
Gattung I:  Acholeplasma
 Ordnung IV: Anaeroplasmatales
Familie I:  Anaeroplasmataceae
Gattung I:  Anaeroplasma
Gattung II: Asteroleplasma
Die cholesterinhaltige Zytoplasmamembran stellt die äußere Zellbegrenzung der Mykoplasmen
dar, eine für Eubakterien typische Zellwand ist nicht vorhanden. Mykoplasmen sind aus diesem
Grund unempfindlich gegen Antibiotika, die die Synthese des Mureingerüstes hemmen, wie z. B.
b-Laktame. Das Fehlen der Zellwand bedingt auch die außerordentliche Pleomorphie der Myk-
plasmen. In flüssigen Kulturen werden neben kokkoiden Formen mit einem Durchmesser von ca.
0,3 - 0,8 µm auch filamentöse, z. T. verzweigte Formen unterschiedlicher Länge ausgebildet. Auf
festen Nährböden wachsen Mykoplasmen zumeist in Form charakteristischer „Spiegeleikolonien“.
Die Vermehrung erfolgt, wie bei anderen sich autonom replizierenden Prokaryonten, durch
Zweiteilung, der eine Replikation des Genoms vorausgeht. Zusätzlich treten auch sprossungsähn-
liche Vorgänge sowie ein Zerfall multinukleärer Filamente in kokko-ide Zellen auf.
Die Ansprüche von Mykoplasmen an ein Nährmedium sind sehr hoch, da ihre eigene Synthese-
fähigkeit aufgrund des kleinen Genoms stark begrenzt ist. So wurde z. B. die Anzahl der Gene,
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die an der Synthese von Vitaminen, Fettsäuren und Nukleinsäurevorläufern beteiligt sind, im Lauf
der Evolution stark reduziert [zusammengefaßt in 144]. Die Sequenzierung der Genome von M.
genitalium und M. pneumoniae z igte, daß diesen beiden Spezies die Fähigkeit zur Aminosäure-
synthese sogar vollständig verloren gegangen ist [45, 67]. Bei der Kultivierung von Mykoplasmen
muß der Bedarf an essentiellen Nährstoffen somit durch ein komplexes Nährmedium gedeckt
werden.
Mykoplasmen leben obligat kommensalisch oder parasitär. Eine Vielzahl von Spezies wird als
pathogen eingestuft. Bei Mensch und Tier besiedeln sie bevorzugt die Schleimhäute, u. a. des
Respirations- und Urogenitaltraktes, sowie spezifisch auch Gewebe und Organe. Mit Ausnahme
von M. penetrans, einer intrazellulär lebenden Spezies [103], gelten Mykoplasmen als Mem-
branparasiten. Die intrazelluläre Lebensweise anderer Mykoplasmen-Spezies wird zur Zeit
diskutiert.
Als eine Folge der Besiedlung von Schleimhäuten können Mykoplasmen u. a. Pneumonien und
Urogenitalinfektionen hervorrufen [143]. Viele pathogene Mykoplasmen gelten im Tiermodell als
Verursacher chronischer und akuter Arthritiden [24]. Beim Menschen sind sie als ursäch- liches
Agens einer rheumatoiden Arthritis noch umstritten.
Mykoplasmen ist es aufgrund der fehlenden Zellwand möglich, in einen engen Kontakt mit der
Wirtszelle zu treten. Dieser wird u. a. durch sogenannte Adhäsine aufrechtgehalten. Hierbei
handelt es sich um z. T. Lipid-modifizierte Membranproteine [53, 65], die für die Pathogenität der
Mykoplasmen eine wichtige Rolle spielen [102]. Auf dem engen Kontakt der Mykoplasmen zur
Wirtszelle beruhen auch Zellschädigungen, die durch mykoplasmale Toxine, Enzyme und Stoff-
wechselprodukte, wie z. B. Ammoniak und Wasserstoffperoxid sowie durch den Entzug von
Aminosäuren, Fettsäuren und Vitaminen, hervorgerufen werden [zusammengefaßt in 166].
Um der Immunantwort des Wirtes zu entgehen, bedient sich eine Vielzahl pathogener Myko-
plasmen der Antigenvariation [zusammengefaßt in 144]. Hierbei handelt es sich um die Fähigkeit
von Mikroorganismen, ihre Oberflächenantigene zu verändern und somit der humoralen Im-
munantwort des Wirtes auszuweichen. Ein weiterer Pathogenitätsmechanismus von Mikroor-
ganismen, über den auch Mykoplasmen verfügen, ist die Kreuzreaktivität bzw. „molekulare
Mimikry“ [57, 165, 193]. Bei einer Kreuzreaktion richtet sich die durch mikrobielle Epitope
initiierte Immunantwort gegen den Wirt und löst eine Autoimmunantwort aus.
Zu den künstlichen Habitaten von Mykoplasmen zählen Zellkulturen, die im großen Umfang von
ihnen infiziert werden können. Der Anteil der mit Mykoplasmen kontaminierten Zellkulturen wird
auf 10 - 87 % geschätzt [144].
1.2.1     Mycoplasma fermentans
M. fermentans gehört zur Familie der Mycoplasmataceae. Diese Spezies wird, wie der Name
bereits ausdrückt, den fermentativen Mykoplasmen zugeordnet, die über die Fähigkeit verfügen,
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Glukose sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen abzubauen [122]. Im
Stadium optimalen Wachstums bildet M. fermentans lange Filamente (siehe Abb. 1), die unter
suboptimalen Kultivierungsbedingungen kugelige Formen annehmen.
Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von M. fermentans. Vergrößerung: 10000fach.
Erstmals wurde M. fermentans 1953 aus dem Genitaltrakt zweier an einer Genitalinfektion
erkrankten Patienten isoliert [153], konnte später aber auch im Urogenitaltrakt gesunder Personen
nachgewiesen werden [111]. Direkte Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Entzündungen
des Urogenitalbereiches und des Vorkommens von M. ferme tans liegen bis heute nicht vor. Die
Rolle, die M. fermentans bei einer Vielzahl anderer Erkrankungen spielt, ist ebenso umstritten.
So gilt die Infektion mit dieser Spezies seit mehr als 20 Jahren als eine mögliche Ursache von
Arthritis. Schaeverbeke et al. konnten mit Hilfe der PCR (polymerase chain reaction)-Technik
bei 21 % an rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten M. fermentansin den Gelenken nachwei-
sen. In einem ähnlich hohen Prozentsatz gelang ein Nachweis dieser Spezies auch bei Patienten
mit anderen Arthritiden, wie z. B. Spondylarthritis und Psoriasis-Arthropathie. In den Gelenken
von Patienten mit juveniler oder reaktiver Arthritis konnte M. fermentans dagegen nicht detektiert
werden [158].
In den letzten Jahren wurde M. f rmentans auch mit AIDS (acquired immune deficiency syndro-
me) in Verbindung gebracht, einer durch das HI (human immunodeficiency)-Virus ausgelösten
Immunschwäche. Sowohl im Blut [99] als auch im Urin [21] HIV-infizierter Patienten konnte
diese Spezies nachgewiesen werden. In vitro wurde ein zytopathischer Effekt des HIV-1-Virus
auf lymphoblastoide und promonozytische Zellen ausschließlich im Zusammenhang mit einer M.
fermentans-Kontamination erzielt [99]. 
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1.2.2     MALP-2, das Makrophagen stimulierende Lipopeptid aus M. fermentans
Anfang 1990 wurde aus dem Kulturüberstand einer mit M. fermentans infizierten myeloischen
Zellinie HL-60 eine Substanz isoliert, die die Fähigkeit besitzt, murine Makrophagen und humane
Monozyten zur Freisetzung von IL-6 zu stimulieren [141]. Diese Substanz wurde zunächst als
„MDHM“ bezeichnet, „Mycoplasma-derived high-molecular-weight ma erial“. Als Reaktion auf
eine Stimulation mit MDHM produzieren murine Makrophagen und humane Monozyten neben
IL-6 auch IL-1, TNF-a und Prostaglandine [126] sowie im Fall IFN (Inter- feron)-g-stimulierter
muriner Makrophagen auch Stickstoffmonoxid [154]. Eine MDHM-induzierte Hemmung der
spontanen und IFN-g-abhängigen Expression von MHC (major histocompatibility complex)-
Klasse II-Molekülen auf murinen Peritonealmakrophagen konnten Frisch et al. nachweisen [48].
Diese Hemmung resultiert in einer verminderten Antigenpräsentaon gegenüber T-Zellen.
1997 konnte aus einem hochaktiven M. fermentans-Klon die Struktur eines Makrophagenakti-
vators isoliert und aufgeklärt werden [128]. Es handelt sich um ein membrangebundenes Lipopep-
tid, S-[2,3-bisacyl(C16:0/C18:0;C18:1)oxypropyl]cysteinyl-GNNDESNISFKEK, das sich vom
Braun‘schen Lipopeptid anderer Eubakterien durch den freien N-Terminus und dem daraus
resultierenden Vorhandensein von nur zwei Fettsäuren unterscheidet (siehe Abb. 2). Inzwischen
kann dieses, als „MALP-2“ bezeichnete Lipopeptid auch synthetisch hergestellt werden [128]. Der
freie N-Terminus stellt die Grundlage der hohen Makrophagen stimulierenden Aktivität von
MALP-2 dar, die Peptidsequenz der 14 Aminosäuren hat hingegen keinen Einfluß auf die Aktivi-
tät.
Abbildung 2: Die Struktur von MALP-2
Aus M. hyorhinis, einer in Schweinen arthritogen wirkenden Spezies [148], konnte ebenfalls ein
membrangebundenes Lipopeptid mit freiem N-Terminus isoliert werden („MALP-H“), das über
eine ähnlich hohe Makrophagen stimulierende Aktivität verfügt wie MALP-2 aus M. fermentans
[129]. Die strukturelle Ähnlichkeit der beiden isolierten Lipopeptide läßt die Hypothese zu, daß
es sich bei dem freien N-Terminus um ein allgemeines Charakteristikum mykoplasmaler Lipopep-
tide bzw. -proteine handelt, welches sie von Lipoproteinen anderer Eubakterien unterscheid t.
Unabhängig von der Peptidsequenz ist dieser freie N-Terminus für die hohe Makrophagen
1     Einleitung 6
stimulierende Aktivität verantwortlich: Die für eine halbmaximale Makrophagen stimulierende
Aktivität benötigte Konzentration mykoplasmaler Lipopeptide liegt mit 1 pM MALP-2 bzw. 3 pM
MALP-H tausendfach niedriger als die anderer bakterieller Lipopeptide [128, 129].
Das synthetisch hergestellte MALP-2 unterscheidet sich in zwei Punkten von dem nativen myko-
plasmalen Lipopeptid: synthetisches MALP-2 enthält zum einen keine ungesättigten Fettsäuren,
zum anderen kann es in unterschiedlichen stereoisomeren Konfigurationen vorliegen. Di se
werden entsprechend der gültigen Nomenklatur als (R)-MALP und (S)-MALP bezeichnet. Die
Konfiguration hat einen gravierenden Einfluß auf die Makrophagen stimulierend  Aktivität der
Lipopeptide: Das dem natürlichen Lipopeptid entsprechende (R)-MALP-2 ist ca. dreihundertfach
aktiver als (S)-MALP-2 [Mühlradt, unveröffentlicht]. 
MALP-2 wird von dem Gen malp kodiert. Ein weiteres Produkt dieses Gens ist MALP-404, ein
404 Aminosäuren umfassendes Lipoprotein der Zelloberfläche. Vermutet wird, daß MALP-2
durch posttranslationale proteolytische Spaltung aus MALP-404 hervorgeht. Unklar ist jedoch,
ob diese Spaltung vor oder nach der Translokation von MALP-404 in die mykoplasmale
Zytoplasmamembran stattfindet [15].
1.3     Die Interaktion von Mykoplasmen und Phagozyten
Makrophagen sind die dominierenden phagozytischen Zellen gesunder Schleimhäute, wie z. B.
des Respirations- und Urogenitaltraktes, und somit die ersten Phagozyten, die bei einer Myko-
plasmen-Infektion mit dem Erreger in Kontakt treten. Als Reaktion auf eine Infektion mit patho-
genen Mykoplasmen werden, wie im Rahmen dieser Arbeit erstmals gezeigt werden konnte, von
den aktivierten Makrophagen sogenannte Chemokine (siehe 1.4.3) freigesetzt, die andere Leuko-
zyten zum Entzündungsort locken. Wie bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen dokumentiert,
handelt es sich bei diesen, im Verlauf einer Infektion angelockten Zellen, in erster Linie um
neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten [28, 70, 101, 147, 180]. Eine Infiltra-
tion eosinophiler Granulozyten konnte nach Infektion boviner Milchdrüsen mit M. bovi nachge-
wiesen werden [51].
Die Interaktion von Phagozyten und Mykoplasmen in den frühen Stadien der Infektion, d. h. vor
dem Auftreten spezifischer Antikörper, wird in der Literatur konträr diskutiert. Dies beruht u. a.
darauf, daß sowohl die Mykoplasmen-Spezies als auch der phagozytierende Zelltyp eine solche
Interaktion beeinflussen können. Zusätzlich treten auch Unterschiede im in vitro und in vivo
Verhalten auf. In vitro kann eine Phagozytose und Eliminierung von Mykoplasmen ohne Opsoni-
sierung durch spezifische Antikörper nicht bzw. nur in wenigen Fällen nachgewiesen werden
[zusammengefaßt in 113]. Opsonine sind Plasmabestandteile, die durch Anlagerung an Antigene
deren Elimination durch Phagozytose fördern. Bei den Plasmabestandteilen kann es sich u. a. um
Antikörper (spezifische Opsonisierung) oder um Komplementfaktoren (unspezifische Opsonisie-
rung) handeln. Die gebundenen Plasmabestandteile werden von den Phagozyte über spezifische
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Oberflächenrezeptoren erkannt, z. B. über Fcg-Rezeptoren, die an die Fc-Region der Antikörper
binden [182] oder über Rezeptoren für Komplementkomponenten, u. a. CR1 (complement
receptor 1) [43] und CR3 [88]. In vivo-Studien zur Interaktion von Phagozyten und Mykoplas-
men beschränken sich in erster Linie auf M. pulmonis, dem Erreger der „murine respiratory
mycoplasmosis“. Entgegen der früher vorherrschenden Meinung kann eine effiziente Eliminierung
dieser Spezies aus der Lunge auch ohne spezifische Antikörper erfolgen [138]. Vermutet wird
allerdings, daß unspezifische Opsonine, wie z. B. Komplementfaktoren oder das C-reaktive
Protein, hierbei eine Rolle spielen. So wurden nach Infektion von Meerschweinchen mit M.
pneumoniae lokal erhöhte Konzentrationen an Komplementkomponenten beobachtet [105].
Neben dem Vorhandensein spezifischer bzw. unspezifischer Opsonine ist die Phagozytose und
Eliminierung in vivo vom Wirtsorganismus [18] und dessen genetischem Hintergrund [92], dem
infizierenden Mykoplasmen-Stamm [71] sowie dem phagozytierenden Zelltyp [72] abhängig.
Zusammenfassend kommt man in der Literatur zu der Schlußfolgerung, daß trotz einiger Beispiele
für eine unspezifische Immunabwehr, Mykoplasmen in Abwesenheit spezifischer Antikörper
gegenüber einer Phagozytose durch Makrophagen und Granulozyten relativ resistent sind. Erst
mit der Synthese dieser Antikörper ca. fünf Tage nach einer Infektion und der Opsonisierung der
Mykoplasmen kann eine schnelle und effektive Phagozytose und eine sich daran anschließende
Eliminierung aus dem Wirtsorganismus erfolgen (siehe 1.3.1). An der Beseitigu g der Mykoplas-
men sind dann sowohl Makrophagen als auch polymorphkernige Granulozyten beteiligt. In der
frühen Phase der Infektion, d. h. vor dem Auftreten spezifischer Antikörper, erstreckt sich die
Aufgabe der Phagozyten daher vor allem auf die Antigenpräsentation sowie die Synthese ver-
schiedener Mediatoren, wie Zyto- und Chemokine [25]. Diese wiederum tragen dazu bei, daß
weitere Leukozyten aus dem Blut in das Gewebe gelangen (siehe 1.5) und zum Infektionsherd
wandern (Chemotaxis). Auf diese Weise kann die Infektion bis zum Einsetzen der adaptiven
Immunantwort unter Kontrolle gehalten werden. 
1.3.1     Die Phagozytose und Eliminierung von Mikroorganismen
Makrophagen zeichnen sich, ebenso wie neutrophile Granulozyten, durch die Fähigkeit zur
Phagozytose, der Aufnahme fester Partikel, aus. Diese Fähigkeit macht sie, neben dem alternati-
ven Weg des Komplemtsystems, zu einem Bestandteil der angeborenen, unspezifischen Im-
munabwehr gegen eine mikrobielle Invasion.
Im Anschluß an eine Bindung von Mikroorganismen an Makrophagen oder Granulozyten erfolgt
deren Phagozytose. Der Erreger wird hierbei von dem Phagozyten durch amöboides Umfließen
und Einstülpen der Zellwand eingeschlossen und gelangt im sogenannten Phagosom in das Innere
der phagozytierenden Zelle. Nach dem Verschmelzen mit Lysosomen entsteht ein Phagolysosom,
in dessen Lumen durch enzymatische Verdauung, u. a. durch Lysozym und saure Hydrolasen, das
Bakterium zerstört wird [93]. Der Inhalt der Lysosomen läßt gleichzeitig den ursprünglich
1     Einleitung 8
neutralen pH-Wert des Phagosoms auf Werte zwischen 3,5 und 4 absinken und verleiht ihm somit
eine bakteriostatische bzw. bakterizide Wirkung. Eine Schädigung der Bakterien erfolgt zusätzlich
durch andere, von dem aktivierten Makrophagen synthetisierte, toxische Produkte. Dazu gehören
Sauerstoffderivate, wie z. B. Superoxidanion (O2-), Wasserstoffperoxid (H2O2) und das Hydroxyl-
radikal (OH-) [163], aber auch das von murinen, IFN-g-kostimulierten Makrophagen synthetisierte
Stickstoffmonoxid (NO). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Fähigkeit muriner Makrophagen
zur NO-Synthese als Nachweis der Makrophagen stimulierenden Wirkung von MALP-2 genutzt.
Nicht alle Mikroorganismen können von Makrophagen phagozytiert und im Anschluß daran
sogleich abgetötet werden. Verschiedene Mikroorganismen, darunter Mykobakterien, Leishmania
oder Listerien, entgehen trotz erfolgter Phagozytose einer Abtötung, indem sie eine Verschmel-
zung von Phagosom und Lysosomen verhindern oder in das Zytoplasma der Wirtszelle entkom-
men. Die Abtötung dieser Erreger erfordert ein externes, durch TH1-Zellen geliefert s Signal
[170].   
1.4     Makrophagen als Bestandteil des Immunsystems
Makrophagen sind große (Ø ca. 15 - 50 µm), mononukleäre Phagozyten, die ebenso wie die zur
Phagozytose befähigten polymorphkernigen Granulozyten aus der myeloischen Stammzelle im
Knochenmark entstehen. Hier entwickeln sie sich zu Monozyten, die das Knochenmark ver-lassen
und in die Blutbahn eintreten. Durch die Wände der Kapillaren wandern die Monozyten in
verschiedene Gewebe ein und differenzieren dort zu ortsständigen, „residenten“ Makrophagen.
Diese verbleiben mehrere Monate im Gewebe und sterben dann ab. Bei der Differenzierung der
Makrophagen in den verschiedenen Geweben kommt es zu morphologischen und funktionell
Veränderungen. Auf der daraus resultierenden Heterogenität beruht die Nomenklatur der Makro-
phagen (siehe Tabelle 1).
Gewebe, Organ Bezeichnung
Bindegewebe Hisiozyten
Leber Kupffer-Sternzellen
Lunge Alveolarmakrophagen
Knochen Osteoklasten
Nervensystem Mikrogliazellen
Lymphknoten, Milzfreie und sessile Makrophagen
Seröse Höhlen Pleura- und Peritonealmakrophagen
Tabelle 1: Übersicht der gewebetypischen Makrophagen
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Makrophagen spielen in allen Phasen der Immunantwort eine zentrale Rolle. Zu ihren Hauptauf-
gaben gehören neben der Antigenprozessierung und -präsentation, auf die hier nicht weiter
eingegangen wird, die Phagozytose und Eliminierung von Mikroorganismen (siehe 1.3.1) sowie
die Synthese von Zyto- und Chemokinen (siehe 1.4.2 und 1.4.3).
1.4.1     Makrophagenaktivierung
Das Eindringen von pathogenen Mikroorganismen in das Gewebe induziert, wie unter 1.5 
beschrieben, eine Leukozytendiapedese. Aus der Blutbahn in das Gewebe einwandernde Mono-
zyten differenzieren dabei zu Makrophagen und werden, ebenso wie die bereits im Gewebe
vorhandenen und ausdifferenzierten Makrophagen, aktiviert. Die Signale, die eine Aktivierung
auszulösen vermögen, sind vielschichtig: Es kann sich um Zytokine (z. B. IFN-g, TNF-a) handeln
oder um Bestandteile der bakteriellen Zellwand, wie z. B. LPS [13, 124], Lipoteichonsäure [84],
Peptidoglykanfragmente [8, 172] bzw. Lipoproteine [69], aber auch um zellwandlose Mykoplas-
men und deren Bestandteile [49, 89, 104, 164,98], darunter  MALP-2 [127]. Diese Signale
bewirken, daß in den Monozyten die Transkription von Genen aktiviert wird, die den entstehen-
den Makrophagen mit besonderen Fähigkeiten und Funktionen ausstatte . Dazu gehört u. a. eine
erhöhte Phagozytose-Aktivität und eine Steigerung der Fähigkeit zur intrazellulären Abtötung von
Mikroorganismen (siehe 1.3.1), die verstärkte Expression von MHC-Klasse II-Molekülen sowie
eine gesteigerte Freisetzung von Entzündungsmediatoren, z. B. von Zytokinen und Chemokinen,
auf die nachfolgend noch näher eingegangen wird (siehe 1.4.2 und 1.4.3).
1.4.2     Zytokine
Zytokine bilden eine Gruppe von heterogenen, z. T. glykosylierten Proteinen mit einer moleku-
laren Masse von ca. 10 - 30 kDa. Die meisten Zytokine werden als Reaktion auf eine Aktivierung,
u. a. durch bakterielle oder virale Bestandteile, synthetisiert. Sie werden von der aktivierten Zelle
in gelöster Form in das umgebende Medium abgegeben oder bleiben als Membranproteine in der
Zellwand verankert. Ein einzelnes Zytokin kann durch eine Vielzahl von Zellen synthetisiert
werden, darunter Monozyten und Makrophagen, Lymphozyten, Granulozyten und Endothelzellen,
und kann eine Vielzahl von Zelltypen beeinflussen (Pleotropismus). Zytokine binden mit hoher
Affinität an spezifische Rezeptoren, die von ihren Zielzellen exprimiert werden. Dies hat zur
Folge, daß bereits geringe Zytokinkonzentrationen in der Lage sind, einen biologischen Effekt
hervorzurufen. Die durch AU-reiche Sequenzen in der 3'-Nichtkodierungsregion sehr instabile
mRNA der Zytokine garantiert hingegen, daß die Synthese nur über einen kurzen Zeitraum erfolgt
[zusammengefaßt in 1, 146]. Aufgrund ihrer Funktion werden Zytokine in drei Gruppen unterteilt:
1. Zytokine der natürlichen Immunabwehr und der Entzündungsreaktion (u. a. TNF-a, Interfero-
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ne, IL-1 und IL-6), 2. Zytokine der Immunregulation (u. a. IL-2, IL-4, IL-10 und IFN-g) und 3.
Zytokine, die die Hämatopoese regulieren (u. a. IL-3, IL-11, GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor)) [146]. Im folgenden wird auf drei Vertreter der ersten Gruppe
eingegangen.
Zu den wichtigsten Zytokinen, die durch aktivierte Makrophagen freigesetzt werden und eine
zentrale regulatorische Funktion bei der nichtadaptiven Immunabwehr haben, gehören TNF-a,
IL-1 und IL-6. Alle drei sind sogenannte proinflammatorische, d. h. entzündungsfördernde
Zytokine. Aufgrund ihrer fieberinduzierenden Wirkung werden sie auch als „endogene Pyrogen “
bezeichnet [33]. 
TNF-a (Kachektin) ist ein 17 kDa Protein [81], dessen Synthese durch LPS und andere mikro-
bielle Bestandteile sowie u. a. auch durch IL-1, IL-2, GM-CSF oder PAF (plat let activating
factor) induziert werden kann [zusammengefaßt in 74]. Auch das mykoplasmale Lipopeptid
MALP-2 ist in der Lage, Makrophagen zur Freisetzung von TNF-a zu stimulieren [127]. TNF-a
ist ein Zytokin mit pleotroper Wirkung. Zu den wichtigsten physiologischen Funktionen gehört
das Auslösen einer lokalen Entzündungsreaktion, die durch Schmerzen, Rötung, erhöhte Tempe-
ratur und Schwellung am Infektionsherd gekennzeichnet und auf Veränderungen in den lokalen
Blutgefäßen zurückzuführen ist. Rötung und Erwärmung sind die Folgen eines vergrößerte
Gefäßdurchmessers, Schwellung und Schmerz die von lokalen Flüssigkeitsansammlungen, bedingt
durch eine erhöhte Permeabilität der Gefäße. Im Rahmen einer Entzündung aktiviert TNF-a
außerdem die Blutgerinnung. Dies ist bei einer lokalen Infektion sinnvoll, da somit eine Ausbrei-
tung der Infektion verhindert werden kann. Die durch die Blutgerinnung entstehende Druckerhö-
hung in den Gefäßen führt dabei gleichzeitig zu einem erhöhten Flüssigkeits intritt ins Gewebe
und zu einem verstärkten Lymphstrom zum regionalen Lymphknoten. Dort kann dann eine
adaptive Immunreaktion ausgelöst werden. Das Wirkungsspektrum von TNF-a u faßt weiterhin
die verstärkte Eliminierung von Mikroorganismen durch Stimulation von Phagozyten zur Synthese
toxischer Stoffwechselprodukte (z. B. O2-, H2O2 und NO) sowie die Stimulation von Makropha-
gen, Monozyten und Granulozyten zur Freisetzung von IL-1 [32] und IL-6 [14]. Die Bereitschaft
von Granulozyten zur Adhärenz, eine wichtige Voraussetzung für die zielgerichtete Infiltration
von Zellen am Ort der Infektion, wird durch die TNF-a-induzierte Expression der Adhäsionsmo-
leküle E-Selektin und ICAM-1 auf Epithelzellen erhöht [50] (siehe auch 1.5).
Von IL-1 existieren zwei Formen: IL-1a und IL-1b. Diese werden von zwei verschiedenen Genen
kodiert und sind sich, trotz geringer Aminosäurehomologie (26 %), in ihrer biologischen Wirkung
sehr ähnlich. Die Synthese von IL-1 kann durch Zytokine (z. B. TNF-a oder IL-1 selbst), Kom-
plementkomponenten oder durch LPS [34] bzw. andere mikrobielle Produkte, wie z. B. MALP-2
[126], induziert werden. IL-1 zeigt ein mit TNF-a vergleichbares Wirkungsprofil: Wie TNF-a
induziert IL-1 die Synthese chemotaktischer Proteine [36], erhöht die Adhärenz zwischen Granu-
lozyten und Endothelzellen [50] und fördert die Eliminierung von Mikroorganismen durch
Stimulation der Synthese toxischer Stoffwechselprodukte.
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IL-6, das ebenso wie IL-1 und TNF-a zur Gruppe der proinflammatorischen Zytokine gehört,
wird als Reaktion auf eine Stimulation, z. B. durch LPS [117] oder MALP-2 [127] u. a. von
Makrophagen und Monozyten synthetisiert. IL-6 ist neben IL-1 und TNF-a an der Auslösung der
Immunantwort der akuten Phase beteiligt, die durch die Synthese von Serumproteinen in der
Leber, den sogenannten „Proteinen der akuten Phase“ (acute phase proteins, APP) gekenn-
zeichnet ist. Da IL-6 das breiteste Spektrum an APP induziert, stellt es den wichtigsten Mediator
dieser Reaktion dar [2 ,74]. Proteine der akuten Phase, darunter das C-reaktive Protein, können
als unspezifische Opsonine (siehe 1.3) fungieren. Die Funktion anderer APP ist z. T. noch unbe-
kannt.
Eine weitere wichtige Funktion von IL-6 besteht in der Stimulation der T-Lymphozyten-
Proliferation sowie, bei Anwesenheit von IL-2, in deren Differenzierung zu zytotoxischen
T-Zellen. Für B-Lymphozyten ist IL-6 ein Wachstumsfaktor bei der Differenzierung zu antikör-
perproduzierenden Plasmazellen [zusammengefaßt in 96]. Aufgrund dieser Eigenschaft wird IL-6
alternativ auch als BCDF (B cell differentiation factor) oder BSF2 (B cell stimulating factor 2)
bezeichnet [68]. 
1.4.3     Chemokine
Im Verlauf der früh induzierten, nichtadaptiven Immunabwehr werden von den aktivierten
Makrophagen sowohl Zytokine als auch Chemokine sezerniert. Chemokine sind per Definition
proinflammatorische Zytokine, werden aber aufgrund der strukturellen Homologie untereinander
und der Fähigkeit, eine zielgerichtete Bewegung von Leukozyten zu induzieren (siehe 1.5), in
einer eigenen Familie zusammengefaßt. Neben Makrophagen sind eine Vielzahl anderer Zelltypen
in der Lage, Chemokine zu synthetisieren. Dazu gehören Monozyten, Granulozyten und Lymph-
zyten sowie Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen. Die Synthese der im nanomolaren Bereich
wirksamen Chemokine [136] kann durch endogene Stimuli, wie z. B. IL-1 oder TNF-a, aber auch
durch Viren, bakterielle Produkte und Bestandteile sowie Lektine induziert werden [zusammen-
gefaßt in 55]. Wie sich im Rahmen dieser Arbeit gezeigt hat, ist auch MALP-2 in der Lage,
Makrophagen zur Freisetzung von Chemokinen zu stimulieren.
Chemokine sind basische, Heparin-bindende Polypeptide mit einem Molekulargewicht von ca. 8
- 10 kDa und einer Aminosäuresequenzhomologie von 20 bis 50 %. Die Mitglieder dieser Familie
verfügen über vier konservierte Cysteinreste, die zwei interne Disulfidbrücken bilden. Basierend
auf der Position der beiden ersten Cysteinreste am N-terminalen Ende des Proteins sowie auf der
chromosomalen Lokalisation der kodierenden Gene werden Chemokine in zwei Subfamilien
unterteilt:
Bei den „a-Chemokinen“ sind die ersten beiden Cysteinreste durch eine einzelne, beliebige
Aminosäure voneinander getrennt. Sie werden daher auch als „C-X-C-Chemokine“ bezeichnet.
Zu dieser Subfamilie gehören u. a. IL-8 (human), MGSA (melanoma growth stimulatory activity,
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human), ENA-78 (human), PF-4 (platelet factor 4, human), IP-10 (immune protein 10, human),
KC (murin) und MIP-2 (macrophage inflammatory protein 2, murin). Die meisten a-Chemokine
verfügen außerdem über eine konservierte Abfolge von Aminosäuren am N-Terminus, dem ELR-
Motiv, das aus den Aminosäuren Glutamin-Leucin-Arginin gebildet wird. Dieses Motiv spielt eine
wichtige Rolle bei der Rezeptorbindung und der biologischen Aktivität [62]. Die zweite Subfami-
lie der Chemokine, die „b-Chemokine“ oder „C-C-Chemokine", zeichnen sich durch benachbarte
Cysteinreste aus. Zu den Vertretern dieser Gruppe gehören u. a. RANTES (regulated upon
activation, normal T expressed, and presumably secreted, human und murin), MIP-1a und MIP-
1a (murin) bzw. LD-78 und Act-2 (human), JE/MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1,
murin und human) und TCA-3 (T cell activation 3, murin) bzw. I-309 (human).
In der Vergangenheit wurde versucht, das Wirkungsspektrum von a- und b-Chemokinen deutlich
voneinander abzugrenzen: a-Chemokinen wurde ein auf neutrophile Granulozyten, b-Chemokinen
ein auf Monozyten und Makrophagen beschränktes chemotaktisches Potential zugeschrieben.
Inzwischen mußte diese strikte Einteilung relativiert und erweitert werden:
Während einige b-Chemokine (z. B. MIP-1a) in der Lage sind, die Migration von Neutrophilen
zu induzieren [3], zeigen einige a-Ch mokine (z. B. IP-10) chemotaktische Wirkung gegenüber
Monozyten [176]. Die chemotaktische Aktivität der beiden Subfamilien beschränkt sich jedoch
nicht nur auf Neutrophile, Monozyten und Makrophagen, sondern umfaßt auch Lymphozyten,
basophile und eosinophile Granulozyten, NK-Zellen und Mastzellen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die durch MALP-2 induzierte Freisetzung der murinen Chemo-
kine MCP-1, MIP-1a und MIP-2 und die auf diese Freisetzung zurückzuführende Infiltration von
Leukozyten am Infektionsort untersucht.
1.5     Leukozytendiapedese
Eine Infektion mit pathogenen Mykoplasmen oder anderen Krankheitserregern führt im Wirts-
organismus zu einer gezielten Wanderung von Leukozyten durch das Gefäßendothel in das
infizierte Gewebe. Die Wanderung durch das Gefäßendothel, die auch als Leukozytendiapedese
bezeichnet wird, stellt einen komplexen Vorgang dar, der in vier Schritte unterteilt werden kann:
„Rolling“, Aktivierung, Adhäsion und Auswanderung (siehe Abb. 3).
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Abbildung 3: Leukozytendiapedese, nach Rieber [146], (Erklärungen im Text)
Der Gefäßaustritt der Leukozyten wird durch die Adhäsionsmoleküle P (plat let)- und
E (endothelial)-Selektin eingeleitet, die infolge einer Stimulation (z. B. durch LPS, IL-1, TNF-a
oder aktivierte Komplementkomponenten) auf der Oberfläche der Endothelzellen exprimiert
werden (I). P-Selektin wird in den a-Granula der Blutplättchen [174] sowie in den Weibel-Palade-
Körperchen von Endothelzellen [118] konstitutiv synthetisiert und gespeichert. Durch Entzün-
dungsmediatoren (z. B. Thrombin und Histamin) wird es innerhalb weniger Minuten mobilisiert
und an die Oberfläche transportiert. Dort verbleibt das P-Selektin kurze Zeit und wird in weniger
als 30 Minuten abgebaut [58]. E-Selektin hingegen wird erst mehrere Stunden nach Stimulation
auf der Oberfläche aktivierter Endothelzellen exprimiert. Sowohl E- als auch P-Selektin sind
aufgrund ihrer N-terminalen Lektin-Domäne in der Lage, selektiv an Glykoproteine zu binden,
die sich auf der Oberfläche von Leukozyten befinden, wie z. B. das sialylierte Lewi  X-Antigen
(s-Lex) [131], CLA (cutaneous lymphocyte antigen) [10] oder Lex [94]. Die Wechselwirkung der
Selektine mit ihren Liganden führt zu einer schwachen Bindung der Leukozyten an die Ge-
fäßwand, dem sogenannten „Rolling“ [95], und resultiert in einer vermind ten Fließgeschwindig-
keit der Leukozyten im Blutstrom.
Der zweite Schritt der Diapedese (II) i t abhängig von Wechselwirkungen zwischen endothelial
Adhäsionsmolekülen (ICAMs, intercellular adhesion molecules), deren Expression z. B. durch
Zytokine oder LPS induziert werden kann, und Leukozytenintegrinen. Monozyten, Neutrophile
und NK-Zellen exprimieren jeweils die drei Leukozytenintegrine LFA (lymphocyte function-
associated antigen)-1, MAC-1 und p150,95 auf ihrer Oberfläche, periphere Lymphozyt n in erster
Linie LFA-1 [6]. Die Integrine werden auf der Leukozytenoberfläche konstitutiv exprimiert und
haben unter unstimulierten Bedingungen nur eine geringe Affinität zu ihren Liganden auf der
Oberfläche der Endothelzellen. Infolge einer Aktivierung kommt es jedoch durch eine Konforma-
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tionsänderung der Integrine sowie durch intrazelluläre Prozesse (z. B. Phosphorylierung) zu einer
erhöhten Affinität dieser Moleküle gegenüber den endothelialen Adhäsionsmolekülen [52].
Induziert wird die „Aktivierung“ der Integrine in erster Linie durch Chemokine.
Die erhöhte Affinität zwischen Integrinen und Adhäsionsmolekülen und die daraus resultierende
feste Bindung der Leukozyten an die Endothelzellen beendet das Rolli g (III ) und ermöglicht es
den Leukozyten, sich am nächsten Interzellularspalt zwischen den Endothezellen hindurch zu
zwängen. Diese Durchquerung des Gefäßendothels kennzeichnet den vierten Schritt der Leuko-
zytendiapedese (IV). Damit er erfolgen kann, müssen die Bindungen zwischen den Integrinen der
Leukozyten und den endothelialen Adhäsionsmolekülen (Selektine sowie ICAMs) wieder gelöst
werden. Die molekularen Interaktionen, die diesen Schritt veranlassen, sind noch nicht vollständig
erforscht. Bekannt ist, daß das Adhäsionsmolekül PECAM (patelet endothelial cellular adhesion
molecule)-1 beteiligt ist, ein Mitglied der Ig-Superfamilie, das konstitutiv sowohl auf Endothel-
zellen als auch auf Leukozyten exprimiert wird [130].
An den vierten Schritt der Diapedese schließt sich die Wanderung der Leukozyten durch das
Gewebe zum Ort der Infektion an. Diese gezielte und als Chemotaxis bezeichnete Wanderung
verläuft entlang eines Konzentrationsgradienten aus Chemokinen, die von den aktivierten Zellen
am Infektionsherd sezerniert werden. Aufrecht gehalten wird der Gradient durch die Bindung der
Chemokine an Heparin-haltige Proteoglykane im Gewebe sowie an extrazelluläre Matrixproteine,
die über entsprechende Glukosaminoglykane verfügen [178].
Neben den klassischen Chemokinen sind eine Vielzahl anderer Faktoren in der Lage, eine Che-
motaxis zu induzieren. Zu diesen gehören u. a. aktivierte Komplementkomponenten (z. B. C5a),
PAF (platelet activating factor), Eikosanoide (z. B. PG (rostaglandin) E2 oder LT (Leukotrien)
B4) sowie bakterielle Bestandteile (z. B. FMLP (formyl-methionyl-leucyl-phenylal nine)).
1.6     Endotoxinschock und -toleranz
Als Endotoxinschock wird der speziell durch gram-negative Bakterien verursachte septische
Schock bezeichnet. Er kann im Tiermodell durch die Applikation von aufgereinigtem Endotoxin
simuliert werden und ist u. a. durch eine massive systemische Freisetzung von Entzündungs-
mediatoren, wie z. B. TNF-a [188], IFN-g [189] und IL-1 [34] gekennzeichnet. Neben IFN-g
kommt besonders TNF-a eine zentrale Bedeutung zu: Im Tierversuch löst die Applikation von
TNF-a einen durch Fieber, Verbrauchskoagulopathie (DIC, disseminated intravasal coagulation)
und Organversagen gekennzeichneten septischen Schock aus und kann bei entsprechend hoher
Dosierung letal wirken [132]. Verantwortlich dafür sind dieselben Mechanismen, die TNF-a bei
einer lokalen Infektion dazu befähigen, diese unter Kontrolle zu halten (siehe 1.4.2). Die systemi-
sche Ausbreitung der Infektion und die damit verbundene systemische Freisetzung hoher TNF-a-
Konzentrationen im Blut verursacht aufgrund der erhöhten Permeabilität der Gefäßwände einen
Verlust von Blutplasma und eine gleichzeitige massive Blutgerinnung. Letztere kann über die
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Bildung von Thrombosen und dem daraus resultierenden Mangel an Gerinnungsproteinen (DIC)
zum Versagen lebenswichtiger Organe und somit zum Tod führen [zusammengefaßt in 78]. Mit
poly- und monoklonalen Antikörpern gegen TNF-a [11, 79, 179] können Versuchstiere vor der
letalen Wirkung hoher LPS-Dosen geschützt werden.
Ein Schutz vor der letalen Wirkung von LPS kann auch durch die Applikation monoklonaler
Antikörper gegen IFN-g induziert werden [12, 64, 91]. Dementsprechend führt die Applikation
von murinem rIFN-g vor bzw. bis zu vier Stunden nach einer LPS-Injektion zu einer erhöhten
Mortalitätsrate bei Mäusen. Diese ist, bei Vorbehandlung der Versuchstiere mit murinem rIFN-g,
mit einem Anstieg der TNF-a-Konzentration im Serum verbunden. Eine Applikation von murinem
rIFN-g im Anschluß an eine LPS-Injektion hat im Gegensatz dazu keinen Effekt auf die TNF-a-
Freisetzung [64]. IFN-g ist somit, zumindest als Aktivator der TNF-a-Freisetzung, an der Entste-
hung eines Endotoxinschocks beteiligt. Andere IFN-g-induzierte Mechanismen werden z. Zt. noch
diskutiert.
Auch IL-1, das zusammen mit TNF-a zu den Hauptmediatoren einer Entzündung zählt, trägt zur
Entstehung eines septischen Schocks bei. Obwohl die pathophysiologischen Wirkungen denen des
TNF-a sehr ähnlich sind, kann IL-1 jedoch keine Gewebezerstörungen verursachen und zeigt auch
in hohen Konzentrationen keine letale Wirkung [zusammengefaßt in 1]. Die klinischen Symptome
eines Endotoxinschocks, u. a. Fieber und Hypotension, können hingegen auch durch IL-1 hervor-
gerufen werden [34].
Das Phänomen der „Endotoxintoleranz“ ist bereits seit mehr als hundert Jahren bekannt  [19]. Es
beschreibt ein durch Applikation subletaler Endotoxindosen refraktäres Stadium gegenüber
Endotoxin. Unterschieden wird hierbei eine Toleranz der „frühen“ und eine Toleranz der „späten
Phase“. Die Toleranz der frühen Phase beginnt bereits wenige Stunden nach der ersten Endotoxin-
Injektion, ist vorübergehend und O-Antigen-unspezifisch, d. h. sie kann allein durch den „Lipid
A-Anteil“ des Endotoxins induziert werden. Der ihr zugrunde liegende Mechanismus besteht in
der als Reaktion auf die zweite Endotoxin-Stimulation nur noch eingeschränkt erfolgenden
Synthese und Freisetzung von Entzündungsmediatoren durch Makrophagen des Retikulo-
histiozytären Systems. Im Gegensatz zur frühen Phase beginnt die späte Phase der Endotoxin-
Toleranz erst mehrere Tage nach der ersten Endotoxin-Injektion und ist gekoppelt an eine
Synthese O-spezifischer Antikörper [zusammengefaßt in 80].
Eine Endotoxintoleranz kann nicht nur durch LPS selbst, sondern auch durch primäre Applikation
von TNF-a und/oder IL-1 [27, 183] erzielt werden („Kreuztoleranz“). In dieser Arbeit wurde
nachgewiesen, daß auch MALP-2 über die Fähigkeit verfügt, ein refraktäres Stadium gegenüber
Endotoxin zu induzieren.
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2        MATERIAL UND  METHODEN
2.1      Material
2.1.1   Chemikalien
[1a, 2a (n)-3H]-Cholesterol, [3H-Methyl]-Thymidin Amersham Buchler
Lösungsmittel Baker
NADPH (Na4-Salz) Biomol
Maus-rIL-6, Maus-rTNF-a, Nitratreduktase, Blocking-
Reagenz, Trypsin
Boehringer Mannheim
Streptavidin-alkalische-Phosphatase Dianova
Bacto Trypton Difco
2-Merkaptoethanol Fluka
0,9 %ige pyrogenfreie NaCl-Lösung, pyrogenfreies H2O Fresenius
RPMI 1640, DMEM, MEM alpha Gibco
Wright-Färbelösung, Türck-Lösung, Diethanolamin, Folin-
Ciocalteus-Phenolreagenz
Merck
NBD-PE Molecular Probes
Heparin Ratiopharm GmbH
ELISA-Kits R&D Systems
Eukitt Riedel-de-Haën AG
Actinomycin, Thimerosal Serva
Phospholipide, OG, FCS, NCS, Dimethylsulfoxid Sigma
Szintillationsflüssigkeit Zinsser Analytic
Maus-rIFN-g wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Adolf (Ernst Boehringer Institut für Arz-
neimittelforschung, Wien), Lactosylceramid von Herrn Dr. Kniep (Technische Universität
Dresden) zur Verfügung gestellt.
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Die weiteren, nicht gesondert aufgeführten Chemikalien, wurden von den Firmen Boehringer,
Merck, Serva oder Sigma bezogen.
2.1.2     Antikörper und Antiseren
Ratte-anti-Maus-Thy 1.2 (IgG2b) Becton Dickinson
Ratte-anti-Maus-CD19 (IgG2ak)/FITC, Maus-IgG Dianova
Ratte-anti-Maus F4/80 (IgG2b) DKFZ Heidelberg
Ratte-anti-Maus-IL-6 (IgG1k) Endogen
Ratte-anti-Maus-Gr1 (IgG2b)/FITC ImmunoKontact
Ziege-anti-Ratte IgG (H+L)/FITC Medac
Der monoklonale Antikörper „anti-Maus-IL-6“ vom Klon 6B4 wurde freundlicherweise von
Herrn J. van Snick zur Verfügung gestellt.
2.1.3     Verbrauchsmaterial
Einwegspritzen, Kanülen Becton Dickinson
Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Bibby
Zellkultur-Plastikmaterial Corning
Sterilfilter Gelman Sciences
Pipettenspitzen Greiner
Dialyseschläuche Loewe Biochemica
Sterilfilter Nalgene
Maxisorb-Mikrotiterplatten Nunc
Kanülen Rose
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2.1.4     Geräte
Ultraschallbad „Sonorex  RK 100H“ Bandelin
Spektralphotometer „DU 640“ Beckmann
FACScan Becton Dickinson
Immunowasher „1575“ Biorad
Flüssigkeitsszintillationszähler „TRI-CARB 2100 TR“Canberra Packard
Wasserbad CLF-Laborgeräte
Miktotiterplatten-Schüttler „Wellmixx 4“ Denley Instruments Ltd.
Mehrkanalpipetten Dunn Labortechnik
Heizblock Gebrüder Liebisch, Bielefeld
Pipetten Gilson
Wipptisch „Polymax 1040“ Heidolph
Sterilwerkbank, Brutschrank, Biofuge A, Heraeus
Immuno-Reader „NJ 2000“ InterMed
Lyophilisationsanlage Leybold
Analysenwaage „AG 204“, Laborwaage „PE 3600“Mettler
Millipore-Q-Filtrationsanlage Millipore
Zellzählkammer Neubauer
Mikroskop „Diaphot 300“ Nikon
Glasgefäße, pH-Meter „CG 840“ Schott
Laborschüttler „Vortex-Genie 2“ Scientific Industrie
Zytospin-Zentrifuge Shandon Southern
ELISA-Reader „Spectra“ SLT-Labinstruments
Zentrifuge „RCS“ Sorvall
Autoklav Webeco
Mikroskop „Universal“ Zeiss
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2.1.5     Mäuse
Weibliche „LPS-low responder“ Inzuchtmäuse (C3H/HeJ) wurden von Bomholtgaard (Däne-
mark) bezogen, weibliche NMRI-Auszuchtmäuse von Harlan Winkelmann (Deutschland). Zum
Zeitpunkt der Versuche lag das Alter der Tiere zwischen zwei und sechs Monaten. 
2.1.6     Mykoplasmen
Für die Untersuchungen wurden folgende Mykoplasmen-Klone eingesetzt:
C M. fermentans, Klon 39
C M. fermentans, Klon II-29/1
C M. fermentans, Klon II-23
Klon II-29/1 und II-23 waren durch Klonierungen aus dem Mykoplasma-Stamm M. fermentans
D15-86 hervorgegangen. Bei Klon 39 handelte es sich um einen Klon des Referenzstammes
M. fermentans PG18.
2.1.7      Makrophagenaktivatoren
 
2.1.7.1   Mykoplasmale Lipopeptide
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden sowohl aus Mykoplasmen isolierte als auch synthe-
tisch hergestellte Makrophagen aktivierende Lipopeptide verwendet. Bei den aus Mykoplasmen
extrahierten und HPLC-gereinigten Lipopeptiden handelte es sich um MDHM, ein Lipoprotein-
gemisch aus M. fermentans [127] sowie um MALP-H, ein Lipoproteingemisch aus M. yorhinis
[129]. Beide lagen als Stammlösungen in einem Gemisch aus 2-Propanol, HO und N,N-
Dimethylformamid (6:3,5:0,5) vor und konnten in dieser Form über mehrere Monate bei 4 °C
aufbewahrt werden. Der Einsatz von MALP-H und MDHM beschränkte sich auf die Vorversu-
che, da zu diesem Zeitpunkt synthetisch hergestelltes Lipopeptid noch nicht zur Verfügung stand.
Mit der Strukturaufklärung von MALP-2, einem Makrophagen stimulierenden Lipopeptid aus
M. fermentans, wurde die Synthese größerer Mengen dieses Lipopeptids möglich [128]. Bei dem
verwendeten MALP-2 handelte es sich, wie sich jedoch erst später herausstellte, um ein Gemisch
aus zwei stereoisomeren Konfigurationen mit unterschiedlich hoher Makrophagen stimulierender
Aktivität: um das gering aktive (S)-S-[2,3-bisacyl(C16:0/C18:0)oxypropyl] cysteinyl-
GNNDESNISFKEK und das ca. 300fach aktivere (R)-S-[2,3-bisacyl(C16:0/C18:0) oxypr-
pyl]cysteinyl-GNNDESNISFKEK [Mühlradt, unveröffentlicht]. (R,S)-MALP-2 wurde als
Stammlösung in 2-Propanol/H2O (1+1, v/v) bei 4 °C aufbewahrt. Die Aktivität der verwend ten
Charge wurde im NO-Test bestimmt (siehe 2.2.5) und lag bei 9 pg/ml. Die Aktivität des im
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Rahmen der Versuche zur Endotoxintoleranz verwendeten (R)-MALP-2 lag bei 2,3 pg/ml.
2.1.7.2     Lipopolysaccharid
LPS wurde aus einer S (smooth)-Form von Salmonella typhimurium durch Phenol/Wasser-
Extraktion [192] gewonnen und lag als Stammlösung von 1 mg/ml aliquotiert bei -40 °C vor.
Nach dem Auftauen konnte diese Stammlösung mehrere Monate bei 4 °C aufb wahrt werden.
2.2      Methoden
2.2.1   Kulturmedien und Lösungen für die Anzucht von Mykoplasmen
Die verschiedenen Medien und Lösungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit deionisier-
tem, in einer Milli-Q-Filtrationsanlage (Millipore) aufbereitetem Wasser hergestellt.
PBS (phosphate buffered saline):
NaCl   137,0  mM
KH2PO4       1,5  mM
Na2HPO4 x 12 H2O       8,1  mM
KCl       2,7  mM
Die Lösung wurde auf einen pH-Wert von 7-7,4 eingestellt, autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt.
GBF3-Stammlösung:
MEM alpha Pulvermedium
NaHCO3     26,2  mM
Bacto Trypton       0,5  % (w/v)
Fruktose       5,0  mM
Die GBF3-Stammlösung wurde nach Einstellung eines pH-Werts von 7,1 sterilfiltriert (0,2 µm
Hauptfilter mit 0,8 µm Vorfilter) und konnte für ca. zwei Monate bei 4 °C gelag rt werden.
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Newborn calf serum (NCS):
Zur Inaktivierung von Komplementfaktoren wurde das NCS eine Stunde bei 56 °C im Wasserbad
erhitzt, sterilfiltriert (0,2 µm Hauptfilter mit 0,8 µm Vorfilter) und in gebrauchsfertigen Aliquots
bei -20 °C aufbewahrt.
L-Glutamin-Stammlösung:
L-Glutamin    200,0  mM
Die Stammlösung wurde sterilfiltriert (0,2 µm), aliquotiert und bei -20 °C auf wahrt.
Nukleinsäurevorläufer-Stammlösung:
Adenosin       4,7  mM
Cytidin       5,1  mM
Guanosin       4,4  mM
Uridin       5,1  mM
2-deoxy-Adenosin       5,0  mM
2-deoxy-Cytidin       4,7  mM
2-deoxy-Guanosin       4,7  mM
2-deoxy-Thymidin       5,2  mM
Nach Einstellung eines pH-Werts von 5-6 wurde die Lösung ca. 30 min bei 40 °C im Ul-
traschallbad beschallt, sterilfiltriert (0,2 µm) und in Aliquots bei -20 °C auf ewahrt.
GBF3-Gebrauchslösung:
NCS     10,0  % (v/v)
L-Glutamin       2,0  mM
Nukleinsäurevorläufer-Stammlösung       0,8  % (v/v)
in GBF3-Stammlösung
Die GBF3-Gebrauchslösung wurde frisch angesetzt.
2     Material und Methoden 22
Hayflick Medium:
Lösung A: Heart infusion broth       2,7   % (w/v)  
Phenolrot     40,8   µM
Lösung A wurde mit 1 N NaOH auf einen pH-Wert von 7,8 eingestellt und 20 min bei 121 °C
autoklaviert. 
Lösung B: Pferdeserum     60,6  % (v/v)
Frischhefeextrakt     30,3  % (v/v)
Nukleinsäurevorläufer-
Stammlösung
      3,0  % (v/v)
Glukose   168,0  mM
Zur Herstellung von Hayflick-Medium wurden Lösung A und Lösung B vereint. Die Aufbe-
wahrung erfolgte bei 4 °C.
Frischhefeextrakt:
25 g frische Bäckerhefe wurde in 100 ml H2O gelöst, gut verrührt und 15 min gekocht. Nach einer
20minütigen Zentrifugation bei 12000 x g wurde der Überstand erst durch einen Faltenfilter
filtriert und anschließend sterilfiltriert (0,2 µm Hauptfilter mit 0,8 µm Vorfilter). Gebrauchsertige
Aliquots wurden bei -20 °C aufbewahrt.
2.2.2     Kultivierung von Mykoplasmen
Zur Kultivierung der Mykoplasmen wurde 1 ml einer bei -70 °C eingefrorenen Flüssigkultur
aufgetaut und in 99 ml GBF3- ebrauchslösung überführt. Nach ca. 3 Tagen Inkubation bei 37 °C
und 7,5 % CO2 wurde die erhaltene Mykoplasmensuspension zur Gewinnung größerer Kultur-
mengen gesplittet (1:40 in GBF3-Gebrauchslösung) und weiter kultiviert oder geerntet. Das
Wachstum der Mykoplasmen wurde durch einen Farbumschlag des Inkubationsmediums von
orange-rot nach gelb angezeigt und konnte sowohl unter dem Lichtmikroskop (siehe 2.2.2.2) als
auch mittels MTT-Test (siehe 2.2.2.3 ) kontrolliert werden. Die Ernte der Mykoplasmen erfolgte
im Stadium optimalen Wachstums (siehe 2.2.2.2 und 2.2.2.3). Zu diesem Zweck wurden die
Mykoplasmen 30 min bei 12000 x g abzentrifugiert (4 °C), dreimal mit 0,9 %iger, pyrogenfreier
Kochsalzlösung gewaschen und schließlich in NaCl-Lösung (1/200 - 1/500stel des Ausgangsvo-
lumens) aufgenommen und resuspendiert. Vor dem Aliquotieren wurden die Mykoplasmen 10 min
bei 95 °C im Wasserbad hitzegetötet. Die Aufbewahrung der hitzegetöteten Mykoplasmen
erfolgte bei -20 °C.
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2.2.2.1     Radioaktive Markierung von Mykoplasmen
Ein Großteil der für ihr Wachstum essentiellen Substanzen nehmen Mykoplasmen aus dem
Nährmedium bzw. aus ihrer natürlichen Umgebung auf. Dazu gehören Nukleinsäuren und deren
Vorläufer, die sie nicht oder nur eingeschränkt selbst synthetisieren können. Dem Inkubations-
medium zugesetztes, radioaktiv-markiertes Thymidin wird somit bei der Replikation in die
mykoplasmale DNA eingebaut.   
Zur radioaktiven Markierung wurde einer zwei Tage inkubierten Mykoplasmenkultur 1 mCi [3H-
methyl]-Thymidin (spezifische Aktivität: 2 Ci/mmol) zugesetzt. Diese Kultur wurde für weitere
24 Stunden inkubiert und dann geerntet (siehe 2.2.2).
2.2.2.2     Mikroskopische Kontrolle des Mykoplasmenwachstums
1 ml der Mykoplasmenkultur wurde entnommen und 15 min bei 12000 x g und 4 °C abzen-
trifugiert. Nach der Resuspension des Sediments in 25 µl PBS erfolgte die lichtmikroskopische
Kontrolle der Mykoplasmen bei 800facher Vergrößerung. Im Stadium des optimalen Wachstums
bildet M. fermentans lange Filamente (siehe Abb. 1). Unter suboptimalen Bedingungen, z. B. in
einer überalterten Kultur, nehmen diese Filamente zunehmend eine runde, stärker lichtbrechende
Form an.
2.2.2.3     MTT-Test
Eine Vielzahl von Mykoplasmen, darunter M. fermentans, sind in der Lage, Tetrazoliumsalze zu
reduzieren. Diese Reduktion bewirkt die Bildung von blauen Formazankristallen und somit einen
Farbumschlag des Inkubationsmediums von gelb nach blau. Die Intensität der blauen Farbe, die
von der Konzentration der Formazankristalle abhängt, ist direkt proportional zur Konzentration
lebender Mykoplasmen (colony-forming units). Unter suboptimalen Bedingungen immt die
Konzentration dieser Kristalle ab [87].
MTT-Lösung:
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium Bromid] 
in PBS (siehe 2.2.1)
    12,1  mM
1000 µl, 500 µl und 250 µl einer wachsenden Mykoplasmenkultur wurden abgenommen und 15
min bei 12000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Das Sediment wurde in jeweils 100 µl GBF3-
Gebrauchslösung resuspendiert und die erhaltene Suspension mit je 10 µl MTT-Lösung versetzt.
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Nach einer Inkubationszeit von vier Stunden bei 37 °C und 7,5 % CO2 wurden die gebildeten
Formazankristalle durch Zugabe von 120 µl 5 % (v/v) Ameisensäure in 2-Propanol gelöst und die
Konzentration des gebildeten blauen Farbstoffs im ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 577
nm gegen 656 nm gemessen. Als Referenz diente mykoplasmenfreie GBF3-Gebrauchslösung, der
genau wie den mykoplasmenhaltigen Ansätzen, MTT-Lösung und 5 % (v/v) Ameisensäure in 2-
Propanol zugesetzt wurde.
2.2.2.4     Proteinbestimmung
Die Bestimmung des Proteingehalts einer Mykoplasmensuspension wurde nach der Methode von
Lowry durchgeführt [106].
Lowry-Reagenz:
Lösung A: NaOH   100,0  mM
Na2CO3   189,0  mM
Natriumtartrat x 2 H2O       0,9  mM
Lösung B: CuSO4 x 5 H2O     20,0  mM
Lowry-Reagenz wurde aus 50 Teilen Lösung A und 1 Teil Lösung B frisch angesetzt.
Folin-Reagenz:
Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz       2     Teile
NaOH (1 N)       1     Teil
Vier bis acht Mikroliter der zu messenden Probe wurden mit H2O auf ein Volumen von 40 µl
aufgefüllt, mit je 4 µl NaOH (1 N) versetzt und 3 min im Wasserbad bei 100 °C gekocht. Nach
dem Abkühlen und dem Zusatz von 200 µl Lowry-Reagenz pro Ansatz erfolgte eine 20minütige
Inkubation bei Raumtemperatur. Die Proben wurden im Anschluß daran mit jeweils 20 µl Folin-
Reagenz versetzt und sofort gemischt. Nach 45 min bei Raumtemperatur wurde die Extinktion
bei 690 nm gegen eine proteinfreie Referenz im Photometer gemessen.
Um die Proteinkonzentration einer Probe ermitteln zu können, wurde parallel zu jeder Be-
stimmung eine Eichgerade mit bekannten Proteinkonzentrationen erstellt (nicht gezeigt). Als
Eichlösung diente eine BSA (bovine serum albumin)-Stammlösung (1mg/ml), die in einer
1:2-Verdünnungsreihe bis zu einer Endkonzentration von 31,25 µg/ml verdünnt wurde. Die
einzelnen Verdünnungsstufen wurden wie die Testlösungen behandelt.  
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2.2.2.5     Bestimmung des Lipidgehalts einer Mykoplasmensuspension
Das Vorkommen mykoplasmaler Lipide ist im Wesentlichen auf die Zytoplasmamembran be-
schränkt. Phospholipide, Glykolipide und Sterole gehören hier zu den wichtigsten Vertretern. Die
Konzentration dieser Lipide ist sowohl von der Mykoplasmen-Spezies als auch von der Wachs-
tumsphase und dem Kultivierungsmedium abhängig. Unter optimalen Bedingungen machen Lipide
exponentiell gewachsener Zellen 25 - 35 % des Trockengewichts der Membran aus [zusammen-
gefaßt in 152].
Die Kultivierung und Ernte der zu untersuchenden Mykoplasmen erfolgte wie unter 2.2.2 be-
schrieben. Allerdings wurden die Mykoplasmen nicht in Kochsalzlösung, sondern in pyrogen-
freiem Wasser gewaschen und resuspendiert. Auf diese Weise konnte eine Verfälschung der
Ergebnisse durch Salze in der Waschlösung ausgeschlossen werden. Nach dem Hitzetöten wurde
die Mykoplasmensuspension in einem tarierten Gefäß für eine Stunde bei -70 °C ei gfroren und
im Anschluß daran über Nacht lyophilisiert. Durch Wägen des Gefäßes bis zum konstanten Wert
konnte das Trockengewicht der Mykoplasmen ermittelt werden. Zur Bestimmung des Lipidgehalts
wurde die Trockensubstanz in Methanol/Chloroform (1+1, v/v) gelöst und 20 min bei 12000 x
g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand mit den gelösten Lipiden wurde durch einen mit Watte
gestopften Trichter in ein tariertes Gefäß überführt und unter N2-Begasung eingeengt. Nach der
Verdunstung des Lösungsmittels erfolgte eine erneute Lyophilisation über Nacht und eine sich
daran anschließende Gewichtsbestimmung der getrockn ten Lipide.    
2.2.3       Liposomen
2.2.3.1    Lipide
Von den zur Liposomenherstellung benötigten Lipiden wurden Stammlösungen in organischen
Lösungsmitteln hergestellt:
L-a-Phosphatidylcholin, Distearoyl (PC):
10 % (w/v) in CHCl3
DL-a-Phosphatidyl-L-Serin, Dipalmitoyl (PS):
0,1 % (w/v) in Methanol/CHCl3 (1+1, v/v)
L-a-Phosphatidyl-DL-Glycerol, Dipalmitoyl (PG):
0,1 % (w/v) in Methanol
L-a-Phosphatidyl-Ethanolamin, Dipalmitoyl (PE):
0,05 % (w/v) in CHCl3
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N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-Diazol-4-yl)-1,2- Dihexadecanoyl-sn-Glycero-Phosphoethanolamin,
Triethylammoniumsalz (NBD-PE):
0,1 % (w/v) in CHCl3
Cholesterol:
0,1 % (w/v) in CHCl3 
                                                              
Lactosylceramid:
0,1 % (w/v) in Methanol/CHCl3 (1+1, v/v)
                             
M. fermentans-Lipid:
0,1 % (w/v) in Methanol/CHCl3 (1+1, v/v)
                
Zur Abtrennung von Verunreinigungen wurden die Lösungen durch eine 0,2 µm-Membran
(Nalgene) filtriert und bei -20 °C aufbewahrt.
2.2.3.2     Herstellung von Liposomen
Alle Liposomenchargen wurden mit der Methode der Detergenzentfernung hergestellt. Zu diesem
Zweck wurden die Lipide zusammenpipettiert (siehe Tabelle 2) und das Lösungsmittel bei 37 °C
und ca. 50 mbar im Rotationsverdampfer fast vollständig entfernt. Zur Herstellung MALP-2-
haltiger Liposomen wurde dem Lipidgemisch vor dessen Eintrocknung im Rotationsverdampfer
MALP-2 zugesetzt. Die Herstellung radioaktiv markierter Liposomen erfolgte durch den Zusatz
von metabolisch [14C]-markierten Phospholipiden aus M. fermentans (hergestellt von Prof. P. F.
Mühlradt) bzw. [3H]-Cholesterol. Zur vollständigen Trocknung wurde der Ansatz über Nacht
unter der Sterilbank offen stehengelassen. Der getrocknete Lipidfilm wurde anschließend in 0,05
M Tris-gepuffertem OG (pH 7) gelöst (30 min bei 37 °C im Wasserbad) und in einen Dialyse-
schlauch (Visking 20, Wandstärke 0,02 mm) überführt. Die Dialyse erfolgte bei Raumtemperatur
gegen das 50fache Volumen an 0,1 M Tris-gepufferter, 0,9 %iger, pyrogenfrei r Kochsalzlösung.
Das Außendialysat wurde dreimal nach jeweils 24 Stunden gewechselt. Im Anschluß an die
Dialyse wurden die Liposomen in ein Zentrifugenröhrchen überführt, 30 min bei 47800 x g und
4 °C abzentrifugiert und in 0,9 %iger, pyrogenfreier NaCl-Lösung resuspendiert. Auf diese Weise
wurde freies, d. h. nicht in die Liposomenmembran inkorporiertes MALP-2 entfernt. Das Waschen
der Liposomen wurde unter gleichen Bedingungen zweimal wiederholt. Im Anschluß an die dritte
Zentrifugation wurde das Liposomensediment in 0,9 %iger, pyrogenfreier NaCl-Lösung resuspen-
diert. Die Liposomensuspension wurde anschli ßend aliquotiert und bei 4 °C aufbewahrt.
Zur Vermeidung mikrobieller Kontaminationen wurden alle Verbrauchsmaterialien 4 Stunden bei
180 °C sterilisiert bzw. über Nacht mit 0,1 N NaOH ausgewaschen. Der Dialyseschlauch wurde
30 min ausgekocht. Nach Entfernung des Lösungsmittels im Rotationsverdampfer erfolgten alle
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Versuchsschritte unter der Sterilbank. Die Sterilität der fertigen Liposomensuspension wurde
durch Inkubation eines Aliquots in Hayflick-Medium (siehe 2.2.1) überprüft.
2.2.3.3     Liposomenzusammensetzung
Tabelle 2 gibt eine Übersicht über die gewählten Zusammensetzungen hergestellter Liposomen:
Zusammensetzung Molverhältnis
PC : PS : Cholesterol : NBD-PE 1:1:1:0,007
PG : PC : Cholesterol : NBD-PE 1,08:1:0,25:0,007
PG : PS : Cholesterol : NBD-PE 1,08:1:0,25:0,007
PC : PS : NBD-PE 7:3:0,007
PG : PS : Cholesterol : Lactosylceramid : NBD-PE1,08:1:0,25:0,25:0,007
PG : PS : Cholesterol:NBD-PE
+ 25 % M. fermentans-Lipid
1,08:1:0,25:0,007
+ 25%
Tabelle 2: Liposomenzusammensetzung
2.2.3.4     Mikroskopische Beurteilung der Liposomen
Die Beurteilung der hergestellten Liposomen erfolgte mittels Fluoreszens- und Transmissions-
elektronenmikroskopie (TEM). Als Bewertungskriterien dienten Vesikelform und -größe sowie
die Homogenität der Liposomensuspension. Bei der Herstellung wurde den Liposomen 0,005
µMol des fluoreszierenden Phospholipids NBD-PE zugesetzt. Auf diese Weise konnten die
Liposomen mit Hilfe eines Fluoreszensmikroskops bei 320facher Vergrößerung sichtbar gemacht
werden. Mittels dieser fluoreszensmikroskopischen Betrachtung erfolgte eine erste Beurteilung
der Liposomenhomogenität. Liposomenform und -größe konnten hingegen, ebenso wie die
Lamellarität der Liposomen, nur mittels Negativkontrastierung und anschließender TEM ermittelt
werden. Bei der Negativkontrastierung wird das zu untersuchende Objekt von einem Kontrast-
mittel äußerlich umhüllt, ohne in dieses einzudringen oder sich anzulagern. Das elektronentranspa-
rente Objekt erscheint daher als helle Struktur in einer dunklen, weniger elektronentransparenten
Umgebung.
Je ein Tropfen (~ 50 µl) der Liposomensuspension, bidestilliertem H2O und Kontrastierungsmittel
(4 % (w/v) Uranylazetat) wurden nebeneinander auf ein in einer Petrischale ausgespanntes Stück
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Parafilm gegeben. In den Suspensionstropfen wurde ein mit abflottierbarer Kohle bedampftes
Glimmerstück (ca. 2 x 2 mm) langsam eingetaucht, so daß der größte Teil der Kohlefolie auf die
Oberfläche des Tropfens abflottierte. Nach ca. 30 sek wurde die Kohle zusammen mit dem
Glimmerplättchen von der Suspensionsoberfläche abgezogen und in gleicher Weise auf die
Oberfläche des Wassertropfens gebracht, wo sie ca. 5 sek verblieb. Die Kohle wurde kurz auf
Filterpapier abgetupft und auf dem Kontrastierungsmittel vollständig abflottiert. Dabei sank das
Glimmerstückchen ab, der Kohlefilm wurde mit einem Neopren-Kupfer-Grid aufgenommen.
Überschüssiges Kontrastierungsmittel wurde mittels Filterpapier abgesaugt. Das getrocknete
Präparat konnte dann in einem Zeiss STEM910 Transmissionselektronenmikroskop (LEO;
Oberkochen) betrachtet werden.     
Negativkontrastierung und TEM wurden freundlicherweise von E. Müller und M. Rohde (GBF)
durchgeführt.
2.2.3.5     Phosphatbestimmung
Die Lipidkonzentration einer Liposomensuspension wurde mit Hilfe einer Phosphatbestimmung
[107] ermittelt. Da ein Mol der verwendeten Phospholipide jeweils ein Mol Phosphor enthielt,
konnte aus dem gemessenen Phosphorgehalt direkt auf die Phospholipidkonzentration geschl ss
werden. Die Konzentration des Liposomen-inkorporierten Cholesterol wurde prozentual hinzuad-
diert. Daraus ergab sich die Lipidkonzentration der untersuchten Liposomensuspension.
Aufschlußreagenz:
H2SO4     30,6  % (v/v)
HClO4 (70 %)       6,7  % (v/v)
Reagenz C:
Reagenz A: 1 M Natriumazetat       1     Teil
2,5 % (w/v) Ammoniummolybdat      1     Teil
H2O       7     Teile
Reagenz B: L-Ascorbinsäure   568,0  mM
Reagenz C wurde aus 9 Teilen Reagenz A und 1 Teil Reagenz B frisch und eisgekühlt angesetzt.
Bis zu 100 µl der zu untersuchenden Suspension wurden in ein Glasröhrchen überführt und über
Nacht im Exsikkator eingetrocknet. Der getrocknete Lipidfilm wurde in 100 µl Aufschlußreagenz
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aufgenommen und unter dem Abzug eine Stunde bei 95 - 98 °C, danach zwei Stunden bei 175
°C im Heizblock erhitzt. Nach Zugabe von je 1 ml Reagenz C und einer 90minütigen Inkubation
bei 38 °C im Wasserbad erfolgte die Messung der Extinktion bei 820 nm im Photometer. Als
Referenz diente hierbei das Gemisch aus Aufschlußreagenz und Reagenz C, das in ein leeres
Glasröhrchen pipettiert und wie die zu untersuchenden Proben behandelt wurde. Die Eichgerade
wurde mit einer Standardlösung bekannter Phosphatkonzentrationen (1 mM NaH2PO4 x H2O)
erstellt (nicht gezeigt). Die Konzentration der einzelnen Verdünnungsstufen lag zwischen 5 und
40 nMol Phosphat.
Die für die Phosphatbestimmung benötigten Glasröhrchen wurden, um mögliche Phosphatrück-
stände aus Waschmitteln zu entfernen, vorab mit deionisiertem Wasser ausgekocht und gespült.
2.2.4      Zellkulturen
2.2.4.1   Kultivierung der Zellinie C5F6
C5F6-Zellen sind adhärent wachsende, TNF-a-sensitive Mausfibroblasten, die durch Klonierung
aus der Zellinie L929 hervorgegangen sind. Die C5F6-Zellinie wurde freundlicherweise von Dr.
C. Galanos (Max-Planck-Institut für Immunbiologie, Freiburg) zur Verfügung gestellt. Die Zellen
lagen in 1 ml-Aliquots à 5 x 105 Zellen vor, die bei -196 °C über flüssigem Stickstoff aufbewahrt
wurden.
Fetales Kälberserum (FCS):
Zur Inaktivierung von Komplementfaktoren wurde das FCS eine Stunde bei 56 °C im Wasserbad
erhitzt, sterilfiltriert (0,2 µm Hauptfilter mit 0,8 µm Vorfilter) und in gebrauchsfertigen Aliquots
bei -20 °C aufbewahrt.
L-Glutamin-Stammlösung (200 mM):
siehe 2.2.1
2-Merkaptoethanol-Stammlösung:
2-Merkaptoethanol       1,0  % (v/v)
in PBS (siehe 2.2.1)
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Kulturmedium für C5F6-Zellen:
L-Glutamin       2,0  mM
2-Merkaptoethanol     25,0  µM
FCS     10,0  % (v/v)
in RPMI 1640
Modifiziertes PBS:
KCl       2,7  mM
D(+)-Glukose (Monohydrat)       6,1  mM
Phenolrot     28,2  µM
in PBS (siehe 2.2.1)
Die Lösung wurde durch einen Filter mit einer Porengröße von 0,2 µm sterilfiltriert.
EDTA-Stammlösung:
Ethylendinitrilotetraessigsäure, Dinatriumsalz-
Dihydrat (Titriplex III)
    26,9  mM
in modifiziertem PBS
Die Stammlösung wurde mit NaOH (1 N) auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt und sterilfiltri rt
(0,2 µm).
EDTA-Gebrauchslösung:
Die EDTA-Gebrauchslösung wurde frisch aus 0,13 Teilen EDTA-Stammlösung, 0,32 Teilen
Trypsin-Lösung (2,5 %) und 9,55 Teilen modifiziertem PBS angesetzt. 
Die gefrorene 1 ml-Kultur aus C5F6-Zellen (5 x 105 Zellen/ml) wurde bei 37 °C im Wasserbad
aufgetaut und in ein 50 ml-Reaktionsgefäß überführt. Nach langsamer Zugabe von 10 ml Kultur-
medium wurden die Zellen 10 min bei 250 x g (4 °C) abzentrifugiert, in insgesamt 25 ml frischem
Kulturmedium aufgenommen und in einer 250 ml-Zellkulturflasche bei 37 °C und 7,5 % CO2
kultiviert. Nach vier Tagen war der Gefäßboden dicht bewachsen. Das Kulturmedium wurde
daraufhin abgegossen, Mediumrückstände mit warmen PBS entfernt und die Zellen durch eine
3minütige Inkubation (37 °C, 7,5 % CO2) mit 6 ml eiskalter EDTA-Gebrauchslösung vom
Gefäßboden abgelöst. Das Ablösen der Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert. Die gelösten
Zellen wurden auf 6 ml FCS geschichtet, 10 min bei 250 x g abzentrifugiert und nach Resuspensi-
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on in 1 - 2 ml frischem Kulturmedium ausgezählt. Nach Einstellung einer definierten Zelldichte
konnten die Zellen dann, in Abhängigkeit vom Versuchsziel, weiterkultiviert, eingefroren (2.2.4.3)
oder im TNF-a Zytotoxizitätstest (2.2.12) eingesetzt werden.  
2.2.4.2     Bestimmung der Zellzahl
Die Zellzahl wurde nach Anfärbung der Zellen mit Trypanblaulösung oder Türk-Lösung in einer
Neubauer Zählkammer bestimmt. Ausgezählt wurden 4 Großquadrate mit jeweils 16 Kleinqua-
draten (Tiefe 0,1 mm, Seitenlänge 0,25 mm). Die Zelldichte wurde nach folgender Formel
ermittelt:
                                  gezählte Zellzahl x Verdünnungsfaktor x 104
Zellen / ml =                                                                                                                                     
                                          Anzahl ausgezählter Großquadrate
2.2.4.3     Einfrieren von C5F6-Zellen
Einfriermedium:
RPMI 1640     63,0  % (v/v)
FCS     17,0  % (v/v)
DMSO (Dimethylsulfoxid)     20,0  % (v/v)
Kultivierte C5F6-Zellen wurden nach Ablösung vom Gefäßboden 10 min bei 250 x g (4 °C)
abzentrifugiert, nach der Resuspension in 1-2 ml Kulturmedium ausgezählt und mit Kulturmedim
auf eine Zelldichte von 1 x 106 Zellen/ml eingestellt. Durch eine 1:2-Verdünnung mit eisgekühltem
Einfriermedium erfolgte die Einstellung einer Zellzahl von 5 x 105 Zellen/ml. Die Zellen wurden
als 1 ml-Aliquots bei -70 °C eingefroren und bei -196 °C über flüssigem Stickstoff aufbewahrt.
2     Material und Methoden 32
2.2.4.4     Primäre Zellkulturen
BSS (Balanced salt solution):
Stammlösung A:Glukose       55,5  mM
KH2PO4         4,4  mM
Na2HPO4 x 2 H2O       14,0  mM
Phenolrot     282,2  µM
Stammlösung B:CaCl2 x 2 H2O       12,7  mM
KCl       53,6  mM
NaCl   1369,0  mM
MgCl2 x 6 H2O         9,8  mM
MgSO4 x 7 H2O         8,1  mM
HEPES     100,0  mM
Beide Lösungen wurden sterilfiltriert (0,2 µm). BSS wurde aus 1 Teil Stammlösung A, 1 Teil
Stammlösung B und 8 Teilen H2O angesetzt und konnte mehrere Wochen bei 4 °C aufbewahrt
werden.
Kulturmedium:
L-Glutamin       2,0  mM
2-Merkaptoethanol     25,0  µM
FCS       5,0  % (v/v)
in DMEM (Dulbecco‘s modified eagle‘s medium)
Als primäre Zellkulturen dienten Peritonealzellen (PEC) aus C3H/HeJ- bzw. NMRI-Mäusen. Zur
Gewinnung dieser Zellen wurde den mit CO2-Gas getöteten und kurz in 70 %igen (v/v) Ethanol
getauchten Mäusen nach dem Entfernen des Bauchfells ca. 3 ml eiskaltes BSS, 1% FCS in den
Bauchraum injiziert. Durch Massieren des Bauches wurde das BSS verteilt und die Peritonealzel-
len suspendiert. Diese wurden dann mit Hilfe einer Pasteurpipette abgesaugt. Nach zweimaligem
Spülen des Bauchraumes mit jeweils ca. 2 ml frischem BSS, 1 % FCS wurde die erhaltene
Zellsuspension 10 min bei 250 x g (4 °C) abzentrifugiert. Anschließend wurde das Zellsediment
in frischem Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden ausgezählt, auf eine Konzentration
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von 2 x 106 PEC/ml eingestellt und in einer Dichte von 1 x 105 Zellen/Loch in eine mit BSS, 1%
FCS vorgespülte 96-Loch-Flachbodenmikrotiterplatte eingesät. Die Zellausbeut  schwankte
sowohl bei C3H/HeJ- als auch bei NMRI-Mäusen zwischen ca. 3 x 106 und 1 x 107 Zellen pro
Maus und war u. a. vom Alter der Tiere abhängig.
Primäre Zellkulturen von C3H/HeJ- bzw. NMRI-Mäusen dienten dem i  vitro Nachweis einer
Makrophagenstimulation durch mykoplasmale Lipopeptide bzw. LPS. Weiterhin wurden primäre
Zellkulturen eingesetzt, um die Phagozytose von Liposomen und Mykoplasmen durch Peritoneal-
makrophagen zu untersuchen.
2.2.5     Bestimmung der NO-Freisetzung
Bei dem NO-Test handelt es sich um einen empfindlichen biologischen Test, mit dessen Hilfe die
Makrophagen stimulierende Aktivität einer Substanz anhand des freigesetzten Stickstoffmonoxid
(NO) schnell, kostengünstig und reproduzierbar ermittelt werden kann. NO ist ein Gas mit kurzer
Halbwertszeit, welches zusammen mit L-Citrullin in einer durch das Enzym NO-Synthase kataly-
sierten Reaktion aus L-Arginin entsteht. Es oxidiert unmittelbar nach der Synthese zu Nitrat und
Nitrit [112]. Die Synthese der NO-Synthase in murinen Makrophagen kann u. a. durch IFN-g und
LPS induziert werden [197].
Kulturmedium:
siehe 2.2.4.4
Griess-Reagens:
Stammlösung A:Naphtylethylendiamin x 2 HCl    3,9  mM
Stammlösung B:Sulfanilamid   58,1  mM
in H3PO4 510,2  mM
Die beiden Stammlösungen wurden bei 4 °C aufbewahrt. Unmittelbar vor Gebrauch wurden
jeweils 1 Teil Stammlösung A und 1 Teil Stammlösung B vermischt.
Der NO-Test wurde eingesetzt, um die Makrophagen stimulierende Aktivität einer Probe (u. a.
MALP-2-Stammlösung, MALP-2-haltige Liposomen oder LPS) zu bestimmen. Die Proben
wurden zu diesem Zweck in Kulturmedium oder OG vorverdünnt und in einer mit BSS, 1% FCS
vorgespülten 96-Loch-Flachbodenmikrotiterplatte in einer 1:2-Verdünnungsreihe mit einem
Volumen von 50 µl/Loch austitriert. Der Verdünnungsreihe wurden frisch isolierte PEC von
C3H/HeJ-Mäusen in einer Dichte von 1 x 105 Zellen und einem Volumen von 50 µl pro Vertie-
fung zugesetzt. Diese wurden, wie unter 2.2.4.4 beschrieben, gewonnen und unmittelbar vor dem
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Einsäen mit 60 U/ml murinem rIFN-g versetzt. Die Inkubation erfolgte über einen Zeitraum von
45 - 48 Stunden bei 37 °C und 7,5 % CO2. Anschließend wurde das durch Oxidation von NO
entstandene NO3- mittels eines Gemisches aus Nitratreduktase (Endkonzentration: 20 mU/Loch)
und NADPH (Endkonzentration: 100 µM/Loch) zu NO2- reduziert (10 min bei RT). Die Nitrit-
konzentration wurde durch Zugabe von 100 µl/Loch Griess-Reagenz in einer Diazokopplungsre-
aktion bei 550 nm gegen 690 nm nach 10 min photometrisch besti mt.
Mittels eines laborinternen Standards, einer stabilen Membranpräparation aus Mykoplasmen,
konnte eine Unit Makrophagen stimulierende Aktivität als die Konzentration definiert werden,
welche halbmaximale NO-Freisetzung induziert [127]. Als Eichkurve (nicht gezeigt) diente
Natriumnitrit, das in einer 1:2-Verdünnungsreihe von 200 µM bis 6,25 µM austitriert wurde.
2.2.6     Pyrogenitätstest
Der Pyrogenitätstest im Kaninchen wurde durchgeführt, um die Makrophagen stimulierende
Aktivität von MALP-2 in vivo zu überprüfen. Zu diesem Zweck wurde Dreiergruppen von
Kaninchen, mit einem Körpergewicht zwischen 2,2 und 3,6 kg, MALP-2 sowohl in gelöster als
auch in partikulärer Form (hitzegetötete Mykoplasmen bzw. MALP-2-haltige Liposomen)
intravenös appliziert. Liposomen ohne MALP-2-Inkorporation sowie 5 % (v/v) 2-Propanol in
physiologischer Kochsalzlösung dienten als die entsprechenden Kontrollen. Der Injektion ging
jeweils eine 2,5stündige Adaption der Kaninchen an die Umgebung (spezielle Käfige, rektales
Thermometer, etc.) voraus. Nach ip-Injektion der Agenzien wurde die Körpertemperatur der
Kaninchen über einen Zeitraum von drei bzw. sechs Stunden rektal gemessen.
Die Versuche wurden freundlicherweise von Herrn Dr. H. Ronneberger (Hoechst Marion Roussel,
Marburg) durchgeführt. 
2.2.7     Bestimmung der Phagozytose von Liposomen und Mykoplasmen
PEC von C3H/HeJ- oder NMRI-Mäusen wurden, wie unter 2.2.4.4 beschrieben, gewonnen und
in einer Dichte von 1 x 105 Zellen/Loch in eine 96-Loch-Flachbodenmikrotiterplatte eingesät.
Diese wurde über Nacht (ca. 15 Stunden) bei 37 °C und 7,5 % CO2 im Brutschrank inkubiert.
Nichtadhärente Zellen (Lymphozyten, Mastzellen, Granulozyten) wurden dann mit Hilfe eines
Miktotiterplatten-Schüttlers (Wellmixx 4) durch ein 10 sek andauerndes Schütteln auf Stufe 8
abgetrennt. Die verbliebenen Zellen wurden in 100 µl warmen BSS, 1 % FCS pro Loch aufge-
nommen und, wie oben beschrieben, ein weiteres Mal geschüttelt. Durch diese Methode entstand
eine Zellkultur, die sich zu über 95 % aus Makrophagen zusammensetzte [47]. Die Abtrennung
der nichtadhärenten Zellen wurde mittels Lichtmikroskop kontrolliert. Nach dem letzten Wasch-
schritt wurden die Peritonealmakrophagen in 100 µl/Loch frischem Kulturmediu  aufgenommen,
2     Material und Methoden 35
das die radioaktiv markierten Liposomen bzw. Mykoplasmen enthielt, und bei 37 °C und 7,5 %
CO2 weiterinkubiert. Je nach Versuchsansatz wurden die nichtphagozytierten P rtikel zu ver-
schiedenen Zeitpunkten durch zweimaliges Schütteln auf dem Wellmixx 4 abgewaschen (s. o.) und
die adhärenten Peritonealmakrophagen durch Spülen der einzelnen Vertiefungen der Mikrotiter-
platte mit 0,1 N NaOH lysiert. Die Radioaktivität der einzelnen NaOH-Lösungen wurde nach
Zugabe von 4 ml Szintillationsflüssigkeit in einem Flüssigkeitsszintillationszähler bestimmt. Um
hierbei eine ausreichend hohe Radioaktivität (in cpm, counts per minute) zu erhalten, wurden die
NaOH-Lösungen von fünf Vertiefungen mit identischer Liposomen- bzw. Mykoplasmenkonzen-
tration vereinigt.
Als Kontrollen fungierten Vertiefungen der Mikrotiterplatten ohne Zellen, jedoch mit ent-
sprechender Konzentration an Liposomen bzw. Mykoplasmen. Auf diese Weise konnte die
unspezifische Radioaktivität ermittelt werden, die auf die Adhärenz der Partikel an die Plastik-
oberfläche der Mikrotiterplatte zurückzuführen war. Diese Kontrollwerte wurden bei der Berech-
nung der prozentualen Aufnahme von Liposomen bzw. Mykoplasmen subtrahiert.     
2.2.8     In vitro Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen
Die Bestimmung der in vitro Freisetzung von Zytokinen (IL-6, TNF-a) und Chemokinen
(MIP-1a, MIP-2, MCP-1) wurde mit Peritonealmakrophagen aus NMRI-Mäusen durchgeführt.
Diese wurden, wie unter 2.2.4.4 beschrieben, gewonnen und von Lymphozyten, Granulozyten und
Mastzellen getrennt (siehe 2.2.7). Im Anschluß an die Abtrennung der nichtadhärenten Zellen
wurden 100 µl/Loch des zu testenden Makrophagenaktivators zugesetzt. Bei dem Dosis-
Wirkungs-Experiment handelte es sich um eine 1:2-Verdünnungsreihe von MALP-2 (800 pg/ml
bis 0,8 pg/ml) bzw. LPS (10 ng/ml bis 10 pg/ml). Für die Bestimmung der TNF-a-Freis tzung
wurde 3,5 Stunden nach Zugabe der Makrophagenaktivatoren ein Aliquot des Kulturüberstandes
entnommen. Die Entnahme von Kulturüberstand für die Bestimmung der Chemokine erfolgte nach
sechs, für die IL-6-Bestimmung nach acht Stunden. Bis zur Durchführung der Nachweistests
wurden die Proben bei -20 °C aufbewahrt.
Für die in vitro Kinetik der Chemokinfreisetzung wurden die isolierten Peritonealmakrophagen
mit MALP-2 in einer Konzentration von 200 pg/ml stimuliert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Zugabe von MALP-2 wurde der Kulturüberstand entnommen und bis zum Nachweis der Chemo-
kine im ELISA bei -20 °C aufbewahrt.
2.2.9     Intraperitoneale Injektion verschiedener Agenzien
Die intraperitoneale (ip) Injektion von Mediatoren in Mäuse ist ein etabliertes System, um den
Einfluß dieser Substanzen auf die Infiltration von Leukozyten zu untersuchen [5, 157]. Im
2     Material und Methoden 36
Rahmen dieser Arbeit wurde NMRI-Mäusen ein maximales Volumen von 400 µl des zu untersu-
chenden Agens injiziert. Hierbei handelte es sich um hitzegetötete Mykoplasmen, MALP-2-haltige
Liposomen bzw. Kontroll-Liposomen, gelöstes MALP-2 oder LPS. Um zu überprüfen, ob bereits
durch die Behandlungsmethode die intraperitoneale Zellzusammensetzung beeinflußt
wird, wurde als Kontrolle pyrogenfreie, 0,9 %ige Kochsalzlösung appliziert. Zu verschiedenen
Zeiten nach der Injektion wurden die Mäuse mit CO2-Gas getötet und die Peritonealzellen nach
Injektion von 1,2 ml BSS, 1 % FCS, 10 U/ml Heparin abgesaugt. Nach Abzentrifugation der PEC
(10 min bei 250 x g, 4 °C) wurde die „peritoneale Spülflüssigkeit“ der einzelnen Mäuse in ein
Eppendorfgefäß überführt und bis zur Bestimmung der darin enthaltenen Zyto- und Chemokin-
konzentrationen bei -20 °C aufbewahrt. Mittels Kardialpunktion wurde von jeder Maus zusätzlich
das Blut gewonnen. Nach einer ca. 30minütigen Inkubation bei 4 °C wurden die Blutzellen 15 min
bei 250 x g abzentrifugiert und das Serum abgenommen. Dieses wurde bis zur Durchführung der
Zyto- und Chemokinbestimmungen bei -20 °C aufbewahrt.
2.2.10     Die Differenzierung von Peritonealzellen
Die isolierten Peritonealzellen (siehe 2.2.9) wurden nach Bestimmung der Zellzahl histologisch
oder mittels FACS (fluorescence-activated cell sorter)-Analyse differenziert.
2.2.10.1     Histologische Differenzierung
Eine histologische Differenzierung wurde immer dann angewandt, wenn die Konzentrations-
bestimmung der Makrophagen und Monozyten im Vordergrund stand. Dieses war in erster Linie
72 Stunden nach einer intraperitonealen Injektion der Fall, da zu diesem Zeitpunkt die Konzentra-
tion infiltrierter Granulozyten wieder abgenommen hatte, die Gesamtleukozytenzahl hingegen
noch deutlich erhöht war. Die Differenzierung mittels FACS-Analyse scheiterte an einem geeig-
neten Antikörper für Makrophagen und Monozyten, da die Expression des spezifischen Oberflä-
chenantigens F4/80 durch eine Aktivierung der Zellen herabgesetzt wird [39]. Um speziell
Lymphozyten und Makrophagen/Monozyten voneinander unterscheiden zu können, wurden die
Peritonealzellen (1,5 x 106 Zellen/ml in Kulturmedium) für 10 min bei 37 °C und 7,5 % CO2 mit
opsonisiertem Staphylococcus aureus (ca. 100 Bakterien/Zelle) (siehe 2.2.10.2) inkubiert.
Nichtphagozytierte Bakterien wurden durch zweimaliges Waschen (5minütige Zentrifugation bei
250 x g und Resuspension der PEC in PBS, 2 % FCS) entfernt. Nach Einstellung einer Zellzahl
von 1 x 105 Zellen/ml mit PBS, 10 % FCS wurden die PEC mittels einer Zytozentrifuge in einer
Dichte von 2 x 104 Zellen auf Objektträger zentrifugiert (5 min bei 200 x g) und konnten nach
Anfärbung mit Wright-Färbelösung mikroskopisch differenziert werden. Makrophagen und
Monozyten konnten durch das Vorhandensein phagozytierter Bakterien identifiziert werden. Pro
Zytopräparat wurden zwischen 300 und 400 Zellen ausgezählt.
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2.2.10.2   Opsonisierung von Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus ist ein gram-positives, pathogenes Bakterium. Einige Stämme dieser
Spezies verfügen über eine Polysaccharidkapsel, die eine direkte Aufnahme des Bakteriums durch
Phagozyten verhindert. Eine Aufnahme und Eliminierung kann somit erst dann erfolgen, wenn das
Bakterium von Antikörpern umhüllt ist, die von den Fcg-Rezeptoren phagozytierend  Zellen
erkannt werden. Dieser Vorgang wird auch als Opsonisierung bezeichnet (siehe 1.3). Die Opsoni-
sierung hitzegetöteter Staphylococcus aureus erfolgte durch 30minütige Inkubation der Bakteri-
ensuspension mit Humanserum (A1B, Rhesus negativ) bei 37 °C und 7,5 % CO2. Im Anschluß an
die Inkubation wurde das Serum durch zweimaliges Waschen der Bakteriensuspension (10 min
bei 10000 x g, Resuspension des Sediments in PBS) entfernt. Eine Bestimmung der Bakterienzahl
mittels Neubauer Zählkammer (siehe 2.2.4.2) erwies sich aufgrund Brown‘scher Molekularbewe-
gung als schwierig und konnte nur einen ungefähren Anhaltspunkt geben. Die opsonisierten
Bakterien wurden bei -20 °C aufbewahrt.
2.2.10.3     FACS-Analyse
Für die Differenzierung von Peritonealzellen mittels FACS-Analyse wurde die Zellzahl der
individuellen Mäuse mit PBS, 2 % FCS, 0,02 % Natriumazid auf 7,5 x 105 Zellen/ml eingestellt.
In Abhängigkeit von der Anzahl zu untersuchender Antikörper wurden pro Maus bis zu sechs
Ansätze à 7,5 x 105 Zellen hergestellt (max. 4 verschiedene Antikörper, 2 Kontrollen). Nach
zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS, 2 % FCS, 0,02 % Natriumazid (5minütige Zen-
trifugation bei 250 x g, Resuspension des Zellsediments) wurden unspezifische Bindungsstellen
auf der Zelloberfläche durch eine 10minütige Inkubation mit 75 µl Maus-IgG (20 µg/100 µl)
blockiert. Anschließend wurden die Zellen erneut zweimal gewaschen (s. o.) und für 30 min mit
je 75 µl des primären Antikörpers inkubiert. Folgende primäre Antikörper wurden, verdünnt mit
PBS, 3 % BSA, eingesetzt: Ratte-anti-Maus-Gr1 (1:10, FITC (Fluorescein-Isothiocyanat)-
konjugiert), Ratte-anti-Maus-CD19 (1:50, FITC-konjugiert), Ratte-anti-Maus-Thy 1.2 (1:250)
und Ratte-anti-Maus F4/80 (1:100). Nach dem Abwaschen ungebundener Antikörper (s. o.)
folgte, sofern der primäre Antikörper nicht direkt FITC-gekoppelt war, die Detektion mit einem
FITC-gekoppelten, 1:100 in PBS, 3 % BSA verdünnten Zweitantiköper (Ziege-anti-Ratte IgG,
H+L). Dieser wurde den Zellen in einem Volumen von 75 µl zugesetzt und über einen Zeitraum
von 30 min inkubiert.  Im Anschluß an ein zweimaliges Waschen (s. o.) wurde mittels FACS-
Analyse die von der Konzentration des gebundenen Antikörpers abhängige Fluoreszens der Zellen
bestimmt. Tote Zellen und Erythrozyten wurden bei der Analyse nicht berücksichtigt. Als Kon-
trollen dienten unmarkierte sowie ausschließlich mit dem sekundären Antikörper markierte Zellen.
Während der gesamten Versuchsdurchführung wurden die Zellen und die verwendeten Lösungen
auf Eis gekühlt.
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Die FACS-Analyse wurde bei der Identifizierung von Granulozyten nach deren Markierung mit
dem Granulozyten-spezifischen, monoklonalen Antikörper „anti-Gr1“ angewandt. Da die ver-
schiedenen Granulozyten das entsprechende Antigen jedoch unterschiedlich stark exprimieren
(siehe 3.2.1.2), wurde im Verlauf dieser Arbeit für die Quantifizierung von Granulozyten zuneh-
mend die mikroskopische Auszählung favorisiert. Die FACS-Analyse war jedoch notwendig, um
Auskunft über eine mögliche Infiltration von T-Zellen zu erhalten.
2.2.11     Induktion einer Endotoxintoleranz
Versuche zur Endotoxintoleranz wurden mit NMRI-Mäusen durchgeführt. Dreiergruppen von
Mäusen wurde primär NaCl, MALP-2 bzw. LPS intraperitoneal injiziert. Die Sekundärinjektion
mit LPS erfolgte anschließend nach 3, 24 und 72 Stunden. Nach einer weiteren Stunde wurden
Serum und Peritonealflüssigkeit, wie unter 2.2.9 beschrieben, gewonnen und bis zur Bestimmung
von TNF-a und IL-6 bei -20 °C aufbewahrt.   
2.2.12     TNF-a Zytotoxizitätstest
Die TNF-a-Konzentration in den Überständen von Makrophagenkulturen sowie im Serum und
in der Peritonealflüssigkeit behandelter Mäuse wurde in einem Zytotoxizitätstest mit C5F6-Zellen
bestimmt. Der Bioassay beruht auf der toxischen Wirkung von TNF-a egenüber den murinen
Fibroblasten. Bestimmt wird die von der TNF-a-Konzentration im Kulturüberstand abhängige
Anzahl lebender Zellen nach deren Anfärbung mit Kristallviolett.
Kulturmedium:
siehe 2.2.4.4
Actinomycin-Stammlösung:
Actinomycin     80,0  µM
in PBS (siehe 2.2.1)
Die Actinomycin-Stammlösung wurde 15 min im Ultraschallbad beschallt und mit Hilfe eines
Laborschüttler (Vortex) kräftig durchmischt.
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Actinomycin-Gebrauchslösung:
Actinomycin-Stammlösung       1     Teil
Kulturmedium     24     Teile
1 x HBSS (Hank‘s balanced salt solution):
Lösung A: NaCl   136,9  mM
KCl       5,4  mM
MgSO4 x 7 H2O   811,0  µM
Na2HPO4 x 2 H2O   338,0  µM
KH2PO4   441,0  µM
Glukose       5,6  mM
Lösung B: CaCl2 x 2 H2O       1,3  mM
Lösung A wurde in ca. 700 ml, Lösung B in ca. 100 ml H2O gelöst. Beide Volumina wurden
vereinigt und nach dem Einstellen eines pH-Werts von 7,4 auf 1 l aufgefüllt.
HBSS wurde als 10-fache Stammlösung angesetzt, sterilfiltriert (0,2 µm) und bei Raumtemperatur
gelagert.
Kristallviolett-Färbelösung:
Kristallviolett       1,2  mM
neutralisiertes Formalin (37 %, v/v)     12,0  % (v/v)
Ethanol (96 %, v/v)     10,0  % (v/v)
in H2O
Lösungs-Reagenz:
KH2PO4 (0,1 M)       1     Teil
Ethanol (96 %, v/v)       1     Teil
Für den Bioassay wurden C5F6-Zellen einer vier Tage bei 37 °C und 7,5 % CO2 gewachsenen
Kultur (siehe 2.2.4.1) in einem Volumen von 100 µl und einer Dichte von 5 x 104 Zellen pro Loch
in eine 96-Loch-Flachbodenmikrotiterplatte eingesät und drei Stunden im Brutschrank inkubiert.
Anschließend wurde in jede Vertiefung 50 µl Actinomycin-Gebrauchslösung sowie 50 µl der zu
untersuchenden Probe (gegebenenfalls in Kulturmedium verdünnt) gegeben. Nach einer
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20stündigen Inkubation bei 37 °C und 7,5 % CO2 im Brutschrank wurde der Kulturüberstand
verworfen und die Zellen zweimal mit HBSS (1 x) gewaschen. Das Waschen der Zellen erfolgte
durch Eintauchen der Mikrotiterplatte in die Waschlösung. Die Zellen wurden dann mit
Kristallviolett-Färbelösung (50 µl/Loch) für 15 bis 20 min angefärbt, zweimal durch Tauchen in
Leitungswasser gewaschen und durch die Zugabe von Lösungsreagenz (50 µl/Loch) und kräfti-
gem Schütteln auf dem Wellmixx 4 vom Boden der Mikrotiterplatte gelöst. Die von der Anzahl
lebender C5F6-Zellen abhängige Farbstoffkonzentration wurde im ELISA-R aderbei einer
Wellenlänge von 550 nm gegen 690 nm gemessen.
Die TNF-a-Konzentration der Proben wurde anhand einer Standkurve (nicht gezeigt) ermittelt.
Als Standard diente murines rTNF-a mit einer halbmaximalen Aktivität von 17 pg/ml (Boehringer
Mannheim). Der Standard wurde in einer 1:2-Verdünnungsreihe von 320 pg/ml bis 0,16 pg/ml
austitriert. Die Nachweisgrenze des Tests lag bei ca. 5 pg/ml.  
2.2.13     IL-6-ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
Der IL-6-ELISA ist ein sogenannter „Sandwich-ELISA“. Charakteristisch für diesen ELISA-Typ
ist die Fixierung eines spezifischen Antikörpers (Festphasenantikörper) an eine Matrix. Nach
Zugabe von Proben (z. B. Serum oder Kulturüberstände stimulierter Makrophagen) mit dem
spezifischen Antigen bilden sich Antikörper-Antigen-Komplexe aus. Das dort gebundene Antigen
wird von einem zweiten spezifischen Antikörper erkannt. Dieser kann u. a. eine Fluoreszens-
Markierung tragen oder mit einem Enzym (z. B. alkalische Phosphatase) verknüpft sein, das in
der Lage ist, ein farbloses Substrat in ein farbiges Produkt umzuwandeln. Die Farbreaktion läßt
sich dann mit hoher Empfindlichkeit photometrisch nachweisen.
Im Fall des IL-6-ELISAs ist der zweite Antikörper biotinyliert und nicht direkt mit dem Enzym
verknüpft. Dieses ist an Streptavidin gebunden, einem Protein, zu dem Biotin eine sehr hohe
Affinität besitzt und das seinerseits in der Lage ist, bis zu vier Biotinmoleküle zu binden. Die
Biotinylierung des Antikörpers führt zu einer deutlichen Steigerung der Empfindlichkeit des
Testsystems [199].
2.2.13.1    Biotinylierung eines Antikörpers
Der IL-6-spezifische, monoklonale Antikörper vom Klon 6 B4 wurde freundlicherweise von J. van
Snick zur Verfügung gestellt und als Detektionsantikörper im IL-6-ELISA eingesetzt. Für diesen
Zweck mußte der Antikörper biotinyliert werden. 1,35 mg des gelösten Antikörpers wurden zur
Erhöhung der Proteinkonzentration zunächst über Nacht lyophilisiert und anschließend in 1,35
ml kaltem 0,05 M Natriumboratpuffer (pH 8,8) gelöst. Zur Entfernung von Aminen wurde die
Antikörperlösung in einem Dialyserahmen gegen 0,05 M Natriumboratpuffer (pH 8,8) bei 4 °C
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dialysiert. Nach vier und nach 20 Stunden erfolgte ein Wechsel des Außendialysats. Im Anschluß
an die Dialyse wurde die Antikörperlösung bei Raumtemperatur mit Biotinamidocaproat N-
Hydroxysuccimidester (150 µg/mg Antikörper) inkubiert. Diese Reaktion wurde durch Zugabe
von 1 M NH4Cl (20 µl/250 µg Biotinamidocaproat N-Hydroxy-succimidester) nach vier Stunden
gestoppt. Nach 10minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die biotinylierte Antikörperlö-
sung bei 4 °C gegen PBS dialysiert. Der Wechsel des Außendialysats erfolgte nach 16 und nach
weiteren vier Stunden. Durch Zugabe von 0,02 % (w/v) Natriumazid wurde die Antikörperlösung
konserviert und konnte zur längeren Aufbewahr ng bei -20 °C, zur regelmäßigen Benutzung bei
4 °C aufbewahrt werden.    
2.2.13.2     Durchführung des IL-6-ELISAs
Tris-Stammlösung:
Tris [Tris-(hydroxymethyl)aminomethan]-HCl    80,6  mM
Tris-Base     19,5  mM
Thimerosal       0,5  mM
pH 7,5
TBS (Tris buffered saline):
NaCl   137,0  mM
KCl       2,7  mM
Tris-Stammlösung     10,0  % (v/v)
Tween-Lösung:
Tween 20     10,0  % (v/v)
Thimerosal   247,0  µM
TBS-T:
Tween-Lösung       0,5  % (v/v)
in TBS
Diethanolamin-Puffer:
9,7 % (v/v) Diethanolamin wurden mit 800 ml H2O gemischt und mit HCl (1 N) auf einen pH
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Wert von 9,8 eingestellt. Im Anschluß daran wurden 0,5 mM MgCl2 x 6 H2O zugesetzt und die
Lösung auf 1 l aufgefüllt. Diethanolamin-Puffer wurde bei 4 °C aufbewahrt.
Als Matrix für den IL-6-spezifischen, monoklonalen „Festphasenantikörper“ MM600C vom Klon
MP5-20F3 (Endogen) diente eine 96-Loch-Maxisorb-Mikrotiterplatte, die über Nacht bei 4 °C
mit 100 µl/Loch des in PBS verdünnten (1:200) Antikörpers beschichtet wurde. Unfixierter
Antikörper wurde mit Hilfe eines Biorad-„Immunowashers“ durch fünfmaliges Waschen der
Vertiefungen mit je 400 µ/Loch TBS-T entfernt. Im Anschluß an die Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit 100 µl/Loch TBS, 1 % Boehringer Blocking Reagenz (1 Stunde bei Raum-
temperatur) und dem Abwaschen der Blockierungslösung (s. o.) wurden 100 µl/Loch der zu
untersuchenden Proben (unverdünnt oder in TBS, 1% Blocking Reagenz verdünnt) zugegeben.
Nach 2 - 3stündiger Inkubation wurden die Proben abgewaschen (s. o.) und 100 µl/L ch des
zweiten, IL-6 spezifischen, monoklonalen Antikörpers vom Klon 6 B4 [187] in einer Konzentrati-
on von 2 µg/ml TBS, 1 % Blocking Reagenz zugesetzt. Der einstündigen Inkubation und dem
anschließenden Waschen (s. o.) folgte eine Inkubation mit 100 µl/Loch Streptavidin-Alkalische
Phosphatase (1:2000 in TBS, 1 % Blocking Reagenz) über eine Stunde. Die Aktivität des Enzyms
konnte nach achtmaligem Waschen (s. o.) durch eine Farbreaktion nachgewiesen werden. Als
Enzymsubstrat diente 100 µl/Loch p-Dinitrophenylphosphat (0,1 %ig in Diethanolaminpuffer).
Nach 3,5 min wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 µl/Loch NaOH (3 N) gestoppt und die
Extinktion bei 405 nm gegen 690 nm bestimmt.
Die Inkubation der verschiedenen Lösungen erfolgte, mit Ausnahme der Fixierung des primären
Antikörpers, auf einem Miktotiterplatten-Schüttler (Wellmixx 4), Stufe 1, bei Raumtemperatur.
Die IL-6-Konzentration der Proben wurde anhand einer Standardkurve (nicht gezeigt) ermittelt.
Bei dem Standard handelte es sich um murines rIL-6 mit einem Gehalt von 200000 U/ml bzw. 2
 µg/ml und einer spezifischen Aktivität von > 1 x 108 U/mg (Boehringer Mannheim). Der Stan-
dard wurde in einer 1:2-Verdünnungsreihe von 100 ng/ml bis 0,2 ng/ml austitriert. Die Nachweis-
grenze des Tests lag bei ca. 1,6 ng/ml.
2.2.14     Bestimmung von MIP-1a, MIP-2 und MCP-1 im ELISA
Die Konzentration der drei Chemokine MIP-1a, I -2 und MCP-1 im Kulturüberstand bzw. im
Serum oder in der Peritonealflüssigkeit von Mäusen wurde mittels „QuantikineTM M Immuno-
assays“ von R&D Systems bestimmt. Bei diesen Immunoassays handelt es sich um  „Sandwich-
ELISAs“ (siehe 2.2.13). Die Systeme waren mit allen Reagenzien ausgestattet, die für die Durch-
führung des jeweiligen ELISAs benötigt wurden. Dazu gehörten u. a. zwei mit einem polyklonalen
Antikörper fixierte Mikrotiterplatten, ein zweiter, Enzym-konjugierter polyklonaler Antikörper,
Enzymsubstrat und ein Chemokinstandard.
Den Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurde zunächst 50 µl/Loch „Assay Diluent“ zugesetzt und
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direkt im Anschluß daran 50 µl/Loch der zu untersuchenden Probe. Diese wurde vorher gegebe-
nenfalls mit „Calibrator Diluent“ verdünnt. Nach zweistündiger Inkubation wurden die Proben
mit Hilfe eines Biorad-„Immunowashers“ abgesaugt und die Vertiefungen der Mikrotiterplatte
fünfmal mit 400 µl/Loch „Wash Buffer“ (1:25 mit H2O verdünnt) gespült. Der zweistündigen
Inkubation mit 100 µl/Loch des zweiten Antikörpers (1:23 mit „Conjugate Diluent“ verdünnt)
folgte ein erneutes fünfmaliges Waschen (s. o.) und die Zugabe von 100 µl/Loch  Substrate
Solution“ (1 Teil Color Reagent A + 1 Teil Color Reagent B, v/v). Nach 30minütiger Inkubation
im Dunkeln wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 µl/Loch „Stop S lution“ gestoppt.
Während des gesamten Tests erfolgte die Inkubation der verschiedenen Lösungen auf einem
Mikrotiterplatten-Schüttler (Wellmixx 4), Stufe 1, bei Raumtemperatur.
Die Chemokinkonzentration der Proben wurde anhand einer Standardkurve (nicht gezeigt)
ermittelt. Der Standard wurde in lyophilisierter Form mitgeliefert und nach Auflösung in je 5 ml
„Calibrator Diluent“ in einer 1:2-Verdünnungsreihe austitriert. Die Konzentration lag für MIP-
1a zwischen 2,4 und 150 pg/ml, für MIP-2 zwischen 4 und 250 pg/ml sowie für MCP-1 zwischen
8 und 500 pg/ml. Die höchste Verdünnung stellt gleichzeitig die Nachweisgrenze des jeweiligen
Tests dar.
2.2.15     Statistik
Die Daten der Leukozyteninfiltration sowie die Ergebnisse der in v vo Freisetzung von Zyto- und
Chemokinen wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben. Zur Kalkulation statisti-
scher Signifikanzen wurde der Student‘s T-Test durchgeführt. Verglichen wurden dabei experi-
mentelle Mittelwerte zweier unabhängiger Stichproben (un aired two sample t-test). In Fällen,
in denen die Kontrollwerte unterhalb der Nachweisgrenze des jeweiligen Tests lagen, wurde der
„one sample t-test“ durchgeführt. Hierbei wird der experimentelle Mittelwert mit einem theoreti-
schen Mittelwert verglichen. Dieser theoretische Mittelwert µT wurde mit der Nachweisgrenze
gleichgesetzt. Als signifikant wurde ein p-Wert von < 0,05 betrachtet.
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3      ERGEBNISSE
3.1    Liposomen als Träger und Transportsystem des Makrophagen stimulierenden       
         mykoplasmalen Lipopeptids MALP-2
Die intravenöse Injektion von M. fermentans-Membranen in Kaninchen führt zu einer nach zwei
Stunden maximalen Erhöhung der Körpertemperatur um 0,6 °C [126]. Durch die intravenöse
Injektion von HPCL (high-performance liquid chromatography)-gereinigtem „MDHM“
(„M. fermentans-derived high-molecular-weight material“, es handelt sich hierbei um die frühere
und inzwischen durch MALP-2 ersetzte Bezeichnung für eine Makrophagen stimulierende
Aktivität aus M. fermentans) konnte dieser pyrogene Effekt nicht hervorgerufen werden (nicht
veröffentlicht). In vitro hingegen besitzt auch das HPCL-gereinigte „MDHM“ die Fähigkeit,
Makrophagen zur Freisetzung der endogenen Pyrogene IL-1, IL-6 und TNF-a zu stimulieren
[126]. Das abweichende i  vitro und in vivo Verhalten kann sowohl auf eine vorzeitige Inaktivie-
rung als auch auf eine schnelle Ausscheidung des Wirkstoffes in vivo zurückzuführen sein. Beides
hätte zur Folge, daß die Makrophagen stimulierende Aktivität der Mykoplasmen die Zielzellen
(Makrophagen) nicht erreichen und sie somit zur Synthese und Freisetzung der endogenen
Pyrogene nicht aktivieren kann.
Um die natürliche Situation, in der MALP-2 in die Zytoplasmamembran von M. fe mentans
inkorporiert ist, so gut wie möglich simulieren zu können, wurde ein synthetisches Membran-
system erstellt, mit dessen Hilfe der direkte Kontakt von MALP-2 und Makrophagen gewähr-
leistet werden sollte. Ein entsprechendes Membransystem stellen Liposomen dar, vesikuläre
Partikel aus konzentrischen Lipiddoppelschichten, die nach Injektion von den phagozytierenden
Zellen des Wirtsorganismus schnell eliminiert werden. Liposomen wurden erstmalig Anfang der
sechziger Jahre [7] beschrieben und fanden zunächst als Modellmembranen Verwendung. Später
entdeckte man ihre Eignung als Wirkstoffträger (drug ca rier), Transportsysteme (drug targeting)
und parenterale Wirkstoffdepots für Substanzen unterschiedlichster Art.  
3.1.1    Vorversuche mit Liposomen aus PC:PS:Cholesterol
Für die Beurteilung hergestellter Liposomen hinsichtlich ihrer Eignung für weiterführende in vitro
und in vivo Versuche wurden verschiedene Kriterien berücksichtigt:
1. Praktische Kriterien:
- Morphologie und Homogenität der Liposomen (Größe und Form)
- Ausbeute an Liposomen
II. Effizienz der MALP-2-Inkorporation
III. Wechselwirkungen mit Makrophagen
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Liposomen sind kugelförmige vesikuläre Partikel, während Mykoplasmen, wenn sie sich im
Zustand optimalen Wachstums befinden, filamentöse Formen annehmen (siehe Abb. 1). Die
Herstellung von Liposomen mit einer Mykoplasmen entsprechenden Morphologie war infolge-
dessen nicht möglich. Das vorrangiges Ziel bestand daher in der reproduzierbaren Konstruktion
von in Form und Größe homogenen Liposomen mit hoher MALP-2-Einbaurate und gesteigerter
Fähigkeit zur Interaktion mit Makrophagen. 
1992 wurde von Lee et al. [97] nachgewiesen, daß aus PC:PS:Cholesterol (1:1:1; molares
Verhältnis) konstruierte Liposomen von Zellen der murinen Makrophagenzellinie J774 stärker
gebunden (4 °C) und phagozytiert (37 °C) werden als aus PC:Cholesterol (2:1; molares Verhält-
nis) bestehende Liposomen. Die verstärkte Bindung und Phagozytose ist auf das Vorhandensein
negativ geladener Phospholipide in der Liposomenmembran zurückzuführen und kann ebenfalls
durch den Einbau anderer anionischer Phospholipide, wie z. B. PG oder Phosphatidylsäure
induziert werden [97]. Aufbauend auf den Versuchen von Lee et al. wurden Liposomen aus
PC:PS:Cholesterol (1:1:1, molares Verhältnis) mittels Detergenzentfernung hergestellt. Bei der
Detergenzentfernung handelt es sich um eine Methode, die auch im kleinen Maßstab noch gut
durchgeführt werden kann und die sich besonders dann eignet, wenn lipophile Proteine in die
Liposomenmembran inkorporiert werden sollen [134]. Diese Bedingungen waren aufgrund der
Tatsache, daß zu Beginn der Arbeit noch kein synthetisches MALP-2, sondern nur das aus
Mykoplasmen isolierte und HPLC-gereinigte MDHM in kleinen Mengen zur Verfügung stand,
erfüllt. Auch die aus Gründen der optimalen Aktivität erfolgte Solubilisierung von MDHM in OG
[127] kam dieser Herstellungsmethode entgegen.
Abb. 4 zeigt das Fließschema zur Herstellung von Liposomen aus PC:PS:Cholesterol (1:1:1;
molares Verhältnis). Für die Herstellung von Liposomen anderer Zusammensetzung behält dieses
Schema seine Gültigkeit.
3     Ergebnisse 46
Trocknung des Phospholipidgemisches (+ MALP-2) unter Vakuum
¯
Solubilisierung des getrockneten Lipidfilms in 100 mM OG
¯
Dialyse
¯
Zentrifugation der Liposomen (47800 x g, 30 min)  
¯
¯ ¯
                                        1. Überstand      Sediment
      Waschen und zentrifugieren (s. o.)
¯ ¯
                                        2. Überstand      Sediment
      Waschen und zentrifugieren (s. o.)
¯ ¯
                                        3. Überstand      Sediment
Abbildung 4: Fließschema zur Liposomenherstellung
Um eine erste Begutachtung durchführen zu können, wurde den Liposomen bei der Herstellung
0,005 µMol des fluoreszierenden Phospholipids NBD-PE zugesetzt, so daß die erhaltene Suspen-
sion unter einem mit Fluoreszenslampe ausgestatteten Lichtmikroskop sichtbar gemacht werden
konnte. Auf diese Weise war es möglich, stark inhomogene Liposomensuspensionen schnell
auszumachen und zu verwerfen. Die Beurteilung von Form und Größe sowie Lamellarität einer
homogenen Liposomensuspension wurde dann mittels Negativ-Kontrastierung am Transmission-
selektronenmikroskop durchgeführt. Die aus PC:PS:Cholesterol (1:1:1; molares Verhältnis)
bestehenden Liposomen waren multilamellar und von kugeliger Gestalt. Ihr Durchmesser lag
zwischen 0,6 und 1,2 µm (nicht gezeigt). Die Inkorporation von MALP-2 hatte keinen Einfluß
auf das Aussehen der Liposomen.
3.1.1.1     Die Stimulation muriner Peritonealmakrophagen durch MALP-2-haltige        
                Liposomen aus PC:PS:Cholesterol induzierte die Freisetzung von NO
Das mykoplasmale Lipoprotein MALP-2 ist in vitro ein potenter Makrophagenstimulator, dessen
Makrophagen stimulierende Aktivität die anderer bakterieller Lipoproteine, wie z. B. von E. coli
[69, 119] oder Borellia burgdorferi und Treponema pallidum [142], um ein Viel-faches übertrifft
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[128]. Der Nachweis dieser hohen Aktivität gelingt mit einem entsprechend empfindlichen
biologischen Test, dem sogenannten “NO-Test”. Mit Hilfe dieses Tests kann durch die Stimula-
tion IFN-g-stimulierter, muriner Peritonealmakrophagen aus C3H/HeJ-Mäusen die Aktivität von
MALP-2 bzw. einer beliebigen Substanz anhand des freigesetzten Stickstoffmonoxid (NO)
schnell, kostengünstig und reproduzierbar ermittelt werden. Das durch die Makrophagen in den
Kulturüberstand freigesetzte und unmittelbar nach seiner Bildung zu Nitrat und Nitrit oxidierte
NO wird hierbei, nach enzymatischer Reduktion von Nitrat zu Nitrit und einer anschließenden
Diazokupplungs-Reaktion, durch Messung der Nitritkonzentration bei 550 nm im ELISA-Reader
bestimmt. Ein im jeden NO-Test eingesetzter laborinterner Standard, eine in bezug auf die
Aktivität stabile Präparation aus Mykoplasmenmembranen, erlaubt hierbei die Definition einer
Unit Makrophagen stimulierender Aktivität als die Konzentration, welche zu halbmaximaler NO-
Freisetzung führt [127]. Die für den Test verwendeten Peritonealmakrophag n st mmen aus
C3H/HeJ Inzuchtmäusen. Hierbei handelt es sich um Mäuse, die aufgrund eines genetischen
Defektes gegenüber der toxischen Wirkung von LPS resistent sind [139]. Die Zellen dieser Mäuse
werden im NO-Test verwendet, um die Makrophagen stimulierende Wirkung einer potentiellen
LPS-Kontamination zu minimieren.
Durch den Einsatz der aus PC:PS:Cholesterol (1:1:1; molares Verhältnis) bestehenden Liposomen
mit inkorporiertem MALP-2 im NO-Test konnte überprüft werden, ob überhaupt und mit welcher
Effizienz ein Einbau von MALP-2 in die Liposomenmembran stattgefunden hatte. Die Vor-
verdünnung der Liposomen in 25 mM OG hatte dabei den Zweck, die Liposomenstruktur zu
zerstören, um die Makrophagen stimulierende Aktivität aus der Vesikelmembran herauszulösen.
Auf diese Weise konnte eine optimale Solubilisierung von MALP-2 in OG erzielt und Aufschluß
über den ursprünglich in der Liposomenmembran inkorporierten Anteil gewonnen werden.
Unterblieb die Vorverdünnung der Liposomen in OG, so ergab sich daraus die Makrophagen
stimulierende Aktivität des partikelgebundenen MALP-2. Entsprechend der Ergebnisse von
Mühlradt und Frisch [127] war diese weitaus geringer als die Makrophagen stimulierende Ak-
tivität des optimal in OG solubilisierten MALP-2 (Abb. 5). Ca. 60 % des ursprünglich bei der
Liposomenherstellung eingesetzten MALP-2 wurden, basierend auf den Ergebnissen des NO-
Tests, in die Membran der dreifach gewaschenen Liposomen inkorporiert.
Durch die Überprüfung der MALP-2-haltigen Liposomen im NO-Test konnte gezeigt werden, daß
eine prinzipielle Inkorporation von MALP-2 in Liposomen möglich war. Die Fähigkeit von
MALP-2 zur Makrophagenstimulierung in vitrowurde durch die Inkorporation in die Liposomen
zwar abgeschwächt, ging aber nicht verloren. Kontroll-Liposomen ohne MALP-2 waren nicht in
der Lage, Makrophagen zur Freisetzung von NO zu stimulieren.
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Abbildung 5: Vergleich der Makrophagen stimulierenden Aktivität von Liposomen-inkorporiertem und
solubilisiertem MALP-2 im NO-Test. MALP-2-haltige Liposomen aus PC:PS:Cholesterol (1:1:1; mloares
Verhältnis) wurden in 25 mM OG oder Medium vorverdünnt, in einer 1:2-Verdünnungsreihe austitriert und
zusammen mit 60 U/ml IFN-g und PEC aus C3H/HeJ-Mäusen (1 x 105 Zellen pro Loch) bei 37 °C und 7,5
% CO2 inkubiert. Die Bestimmung von NO im Kulturüberstand erfolgte nach ca. 48 Stunden. Die Meßdaten
sind Mittelwerte ± Standardabweichung aus jeweils drei Parallelkulturen.
3.1.1.2     Die Inkorporation von MALP-2 hatte auf die Phagozytose von Liposomen aus
    PC:PS:Cholesterol keinen Einfluß
Makrophagen tragen auf ihrer Oberfläche neben Fcg- und Komplementrezeptoren, mit deren Hilfe
sie opsonisierte Partikel aufnehmen, auch Rezeptoren für verschiedene mikrobielle Bestandteile,
wie z. B. bakterielle Kohlenhydrate oder Lipopolysaccharide. Diese Rezeptoren ermöglichen den
Makrophagen die Erkennung der eingedrungenen Mikroorganismen und somit deren Zerstörung.
Bei einer Infektion mit M. fermentans würde MALP-2 als ein Bestandteil der Zytoplasmamem-
bran in einen direkten Kontakt mit phagozytierenden Makrophagen treten. Obwohl es für das
Vorhandensein eines MALP-2-Rezeptors auf Makrophagen bisher keinen Hinweis gab, wurde der
mögliche Einfluß von inkorporiertem MALP-2 auf die Aufnahme der Liposomen durch Perito-
nealmakrophagen analysiert. Zu diesem Zweck wurde mit Hilfe radioaktiv markierter Liposomen
der Anteil phagozytierter Liposomen mit bzw. ohne inkorporiertem MALP-2 verglichen. Die
Versuchsbedingungen wurden denen des NO-Tests angepaßt, d. h. die Inkubation der in einer 1:2-
Verdünnungsreihe (100 µl/Loch) austitrierten Liposomen mit den murinen Peritonealmakroph-
gen erfolgte über einen Zeitraum von 48 Stunden. Dabei betrug die Liposomenkonzentration im
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ersten Loch der Mikrotiterplatte ca. 30 µg Lipid/ml, im sechsten Loch 1 µg Lipid/ml. Auf diesem
Weg konnte gleichzeitig die für dieses Testsystem optimale Liposomenkonzentration ermittelt
werden. Nach 48 Stunden wurden die nichtphagozytierten Liposomen abgewaschen und die
adhärenten Makrophagen mittels NaOH lysiert. Durch die Bestimmung der Radioaktivität dieser
NaOH-Lösungen konnte der prozentuale Anteil phagozytierter Liposomen pro Verdünnungsstufe
berechnet werden. Eine Adsorption der Liposomen an andere im Peritonealraum vorkommende
Zellen wurde durch deren Abtrennung ausgeschlossen. Es handelte sich bei diesen Zellen in erster
Linie um B-Lymphozyten und zu einem geringen Prozentsatz auch um Mastzellen und T-
Lymphozyten. Der Prozentsatz phagozytierender Granulozyten im Peritonealraum einer gesunden
Maus liegt nicht über 2 % [120].
Ein Unterschied zwischen Kontroll-Liposomen und MALP-2-haltigen Liposomen bezüglich der
prozentualen Aufnahme durch Peritonealmakrophagen konnte nicht nachgewiesen werden (Abb.
6). Das Vorhandensein von MALP-2 in der Vesikelmembran hatte somit weder einen fördernden
noch einen hemmenden Einfluß auf deren Phagozytose. Diese begann sowohl bei den MALP-2-
haltigen als auch bei den Kontroll-Liposomen suboptimal und erreichte erst in der fünften Vertie-
fung der Mikrotiterplatte, bei einer Liposomenkonzentration von ca. 2 µg Lipid/ml (0,2 µg
Lipid/Loch), ein Maximum.
Abbildung 6: Vergleich der Phagozytose MALP-2-haltiger Liposomen und Kontroll-Liposomen durch
murine Peritonealmakrophagen. Adhärente Peritonealmakrophagen aus C3H/HeJ-Mäusen wurden mit [14C]-
markierten und in einer 1:2-Verdünnungsreihe austitrierten Liposomen (PC:PS:Cholesterol, 1:1:1; molares
Verhältnis) in 96-Loch-Mikrotiterplatten inkubiert (100 µl/Loch). In den Kontrollansätzen fehlten die Zellen.
Nach 48 Stunden Inkubation bei 37 °C und 7,5 % CO2 wurden die nichtphagozytierten Liposomen abge-
waschen und die Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit 0,1 N NaOH gespült. Die Radioaktivität der NaOH-
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Lösungen wurde im Szintillationszähler bestimmt. Die Meßdaten sind Mittelwerte ± Standardabweichung
aus jeweils zwei Parallelkulturen, die Mittelwerte der Kontrollen (Vertiefungen ohne Zellen) wurden subtra-
hiert.
Bei der Durchführung dieses Vorversuchs wurde davon ausgegangen, daß die im Zuge der
Herstellung auftretenden Verluste von Liposomen beim Waschen und Zentrifugieren weitgehend
vernachlässigbar sowie zwischen Kontroll-Liposomen und MALP-2-haltigen Liposomen ver-
gleichbar wären. Da sich diese Annahme später als nicht unbedingt zutreffend herausstellt , muß
für diesen Versuch die Einschränkung gemacht werden, daß möglicherweise ungleich konzentri-
erte Liposomensuspensionen eingesetzt wurden, die dann zu einer identischen Phagozytoserate
führten.   
3.1.1.3     Die iv-Injektion von MALP-2-haltigen Liposomen aus PC:PS:Cholesterol in   
    Kaninchen induzierte keine signifikante Temperaturerhöhung 
Kaninchen reagieren, wie eingangs erwähnt (siehe 3.1), auf die intravenöse Injektion von 160 µg
M. fermentans-Membranen (entspricht einer Makrophagen stimulierenden Aktivität von ca. 32
kU) mit einer Erhöhung der Körpertemperatur um 0,6 °C etwa zwei Stunden nach Injektion
[126]. Durch die Injektion MALP-2-haltiger Liposomen aus PC:PS:Cholesterol (1:1:1; molares
Verhältnis) mit einer Makrophagen stimulierenden Aktivität von ca. 60 kU konnte hingegen keine
signifikante Temperaturerhöhung induziert werden. Lediglich bei einem von drei Kaninchen stieg
die Körpertemperatur drei Stunden nach Injektion um 0,5 °C an. Die Injektion von Kontroll-
Liposomen hatte bei keinem der drei Kaninchen eine Veränderung der Temperatur zur Folge
(nicht gezeigt).
Mit dem Pyrogenitätstest im Kaninchen konnte gleichzeitig überprüft werden, ob die Liposomen-
Präparationen eine eventuelle LPS-Kontamination aufwiesen. LPS induziert im Kaninchen eine
nach ca. 20 Minuten einsetzende, biphasische Temperaturerhöhung [31]. Da die Injektion der
Liposomen bei keinem der sechs eingesetzten Kaninchen eine derartige Erhöhung der Körpertem-
peratur zur Folge hatte, konnte eine LPS-Kontamination der MALP-2-haltigen Liposomen und
der Kontroll-Liposomen ausgeschlossen werden. Die Fieberversuche wurden freundlicherweise
von Herrn Dr. H. Ronneberger (Hoechst Marion Roussel, Marburg) durchgeführt. 
3.1.2     In vitro Vorversuche mit Liposomen unterschiedlicher Zusammensetzung
Die erfolgreiche Inkorporation von MALP-2 in Liposomen und deren Fähigkeit zur in v tro
Stimulation muriner Peritonealmakrophagen (siehe 3.1.1.1) sprachen, trotz der unzureichenden
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in vivo Aktivität, für einen vielversprechenden experimentellen Ansatz. Durch die Herstellung
neuer Liposomen mit veränderter Zusammensetzung sollte die i  vivo Aktiv tät der Liposomen
optimiert werden. Aus der Literatur bekannte Kriterien wurden berücksichtigt, um eine gesteigerte
Aufnahme der Liposomen durch Makrophagen zu gewährleisten. Dazu gehörten:
C eine reduzierte Cholesterolkonzentration
Nach Patel et al. wird durch einen erhöhten Cholesterolanteil in der Vesikelmembran die Phago-
zytose von Liposomen verzögert, die Verweildauer im Blut hingegen verlängert [137]. Beide
Effekte widersprachen den Zielen eigener Untersuchungen.
C eine hohe Konzentration negativ geladener Phospholipide
Die Phagozytose von Liposomen wird durch den Zusatz negativ geladener Phosphoipide in die
Vesikelmembran erhöht. Dieser Effekt ist bei Verwendung der murinen Makrophagenzellinie J774
ab einem Zusatz von 30 Mol % PS, PG oder Phosphatidylinositol zu beobachten und kann durch
eine Konzentrationserhöhung der jeweiligen Phospholipide noch verstärkt werden [97].
C eine Inkorporation von Phosphatidyl-L-Serin
Durch die Inkorporation von mehr als 2 Mol % PS in Liposomen aus
PC:Sphingomyelin:Gangliosid GM1 (1:1:0,14; molares Verhältnis) wird die Zirkulation der
Liposomen im Blut reduziert und ihre Aufnahme durch Leber und Milz gesteigert. Dieser Effekt
kann durch die Inkorporation vergleichbarer Konzentrationen anderer anionischer Lipide, wie z.
B. Phosphatidsäure oder Sulfoglycosylsphingolipid nicht erzielt werden [4]. Die Phagozytose-
steigernde Wirkung von PS beschränkt sich jedoch auf Phosphatidyl-L-Serin [40].
C eine Herstellung von Liposomen “bewährter” Zusammensetzung
Nach Schroit und Fidler werden Liposomen mit der Zusammensetzung PC:PS (7:3; molares
Verhältnis) von Makrophagen effizient gebunden und schnell phagozytiert. Wenige Stunden nach
iv-Injektion sind hohe Konzentrationen in makrophagenreichen Organen wie Leber und Milz, aber
auch in der Lunge nachweisbar [161].
Folgende Liposomen wurden entsprechend dieser Kriterien hergestellt:
I) PG:PC:Cholesterol (1,08:1:0,25; molares Verhältnis)
Bei diesen Liposomen wurde im Vergleich zu den bisher verwendeten Liposomen
(PC:PS:Cholesterol, 1:1:1; molares Verhältnis) der Cholesterolgehalt verringert. Da jedoch
Cholesterol zum einen die Stabilität der Liposomen erhöht [137], zum anderen auch in der
Zytoplasmamembran von Mykoplasmen enthalten ist [29], wurde auf den Zusatz nicht vollständig
verzichtet. Mit dem Ziel, Liposomen herzustellen, deren Zusammensetzung der mykoplasmalen
Zytoplasmamembran ähnelt, wurde zusätzlich PS durch PG ersetzt. Mit ca. 20 % aller polaren
Lipide zählt PG zu einer der Hauptkomponenten der Zytoplasmamembran von M. fermentans
[29]. Auf diese Weise sollte die Fähigkeit von Makrophagen, Mykoplasmen erkennen und
phagozytieren zu können, für die eigenen Versuche genutzt werden. Die mittels Detergenzentfer-
nung (siehe 3.1.1) hergestellten Liposomen dieser Zusammensetzung waren multilamellar, von
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kugeliger Gestalt und hatten einen Durchmesser von ca. 200 - 450 nm (nicht gezeigt). Im Licht-
mikroskop war das Vorhandensein vereinzelter Aggregate erkennbar.
II) PG:PS:Cholesterol (1,08:1:0,25; molares Verhältnis)
Um eine hohe Konzentration anionischer Phospholipide zu erlangen, wurde bei der Herstellung
dieser Liposomen (ebenfalls mittels Detergenzentfernung, siehe 3.1.1) das neutrale Phospholipid
PC der PG:PC:Cholesterol-Liposomen (1,08:1:0,25; molares Verhältnis) durch das negativ
geladene Phospholipid PS ersetzt. Durch Verwendung von Phosphatidyl-L-Serin wurde die
spezifische Erkennung dieser stereoisomeren Form durch Makrophagen berücksichtigt [40]. Die
entstandene Liposomensuspension war relativ homogen und setzte sich aus runden, multilamel-
laren Vesikeln mit einem Durchmesser von ca. 150 - 350 nm zusammen (Abb. 7). Vereinzelt
waren auch größere (ca. 700 nm) bzw. kleinere (< 100 nm) Liposomen vorhanden. Die Existenz
von Aggregaten war vernachlässigbar.
Abbildung 7: Transmissionselektronenmikroskopie. Negativ-Kontrastierung von Liposomen aus
PG:PS:Cholesterol (1,08:1:0,25;  molares Verhältnis). Vergrößerung: 20000fach.
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III) PC:PS (7:3; molares Verhältnis)
Die Herstellung von Liposomen dieser Zusammensetzung mittels Detergenzentfernung führte zur
Ausbildung pleomorpher Strukturen. Diese waren fadenförmig bis kugelig und stark aggregiert.
Eine 5minütige Behandlung im Ultraschallbad löste diese Aggregate nur unzureichend auf (Abb.
8). Erst nach einer fast 6stündigen, durch Kontrollen im Lichtmikroskop unterbrochenen
Beschallung konnte die Anzahl der Aggregate vermindert, nicht aber vollständig aufge öst
werden. Die so entstandene Suspension war stark inhomogen und wies kugelige Strukturen mit
einem Durchmesser von ca. 50 - 650 nm auf (nicht gezeigt).
Abbildung 8: Transmissionselektronenmikroskopie. Negativ-Kontrastierung von Liposomen aus PC:PS
(7:3, molares Verhältnis) nach 5minütiger Beschallung im Ultraschallbad. Vergrößerung: 20000fach.
3.1.2.1     Die Konzentration des inkorporierten MALP-2 war abhängig von der Lipo-   
     somenzusammensetzung
Mit Hilfe des NO-Tests wurde untersucht, mit welcher Effizienz MALP-2 in die unter 3.1.2
beschriebenen Liposomen unterschiedlicher Zusammensetzung inkorporiert werden konnte. Bei
der Herstellung wurde pro Liposomenansatz jeweils die gleiche Konzentration an MALP-2
eingesetzt. Nach erfolgter Dialyse und Zentrifugation lag die halbmaximale Aktivität der Lipo-
somen aus PG:PS:Cholesterol (1,08:1:0,25; molares Verhältnis) bei 1 - 2 ng Lipid/ml, die der
Liposomen aus PG:PC:Cholesterol (1,08:1:0,25; molares Verhältnis) und PC:PS (7:3; molares
Verhältnis) bei 7 bzw. 10 ng Lipid/ml (Abb. 9).
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Abbildung 9: Einfluß der Liposomenzusammensetzung auf die Inkorporation von MALP-2. Liposomen
unterschiedlicher Zusammensetzung wurden in 25 mM OG vorverdünnt, in einer 1:2-Verdünnungsreihe
austitriert und zusammen mit 60 U/ml IFN-g und PEC aus C3H/HeJ-Mäusen (1 x 105 Zellen/Loch) bei 37
°C und 7,5 % CO2 inkubiert (n = 1). Die Bestimmung von NO erfolgte nach ca. 45 Stunden.
Wie bereits unter 3.1.1.2 wurde auch bei diesem Versuch davon ausgegangen, daß die durch
Wasch- und Zentrifugationsschritte auftretenden Verluste an Liposomen vernachlässigbar und
zwischen den Liposomen unterschiedlicher Zusammensetzung vergleichbar waren. Durch die
Bestimmung der Makrophagen stimulierenden Aktivität der Waschüberstände zeigte sich jedoch,
daß die Waschüberstände von PC:PS-Liposomen eine siebenfach höhere Aktivität besaßen als die
von PG:PS:Cholesterol-Liposomen (nicht gezeigt). Ob dieser Unterschied in erster Linie auf das
Vorhandensein sehr kleiner (ca. 50 nm) und somit bei der Zentrifugation nicht sedimentierender
Liposomen oder aber auf eine hohe Konzentration an nichtinkorporiertem MALP-2
zurückzuführen war, wurde nicht ermittelt. Der leicht fluoreszierende Waschüberstand nac
Zentrifugation der PC:PS-Liposomen ließ allerdings auf einen relativ hohen Anteil nichtsedimen-
tierter Liposomen schließen. Im Ansatz aus PG:PS:Cholesterol waren entsprechend kleine und
somit bei der Zentrifugation nichtsedimentierende Liposomen nicht bzw. nur im geringen Umfang
vorhanden.
Fazit dieses Versuches war, daß die bezüglich der Präparationsmethode (siehe Abb. 4) konstanten
Herstellungsbedingungen zu Liposomensuspensionen unterschiedlicher Aktivität führten. Da das
Waschen der Liposomen nach der Dialyse zwingend notwendig war, um nichtinkorporiertes
MALP-2 zu entfernen, konnte auf diesen Herstellungsschritt nicht verzichtet werden. Aufgrund
dieser Tatsache, aber auch weil die aus PC:PS (7:3; molares Verhältnis) hergestellten Liposomen
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sehr inhomogen hinsichtlich Form und Größe waren, wurde auf die weitere Verwendung von
Liposomen dieser Zusammensetzung verzichtet. Die Unterschiede zwischen Liposomen aus
PG:PC:Cholesterol (1,08:1:0,25; molares Verhältnis) und PG:PS:Cholesterol (1,08:1:0,25;
molares Verhältnis) waren in bezug auf Form und Größe sowie Homogenität nur sehr gering. Da
unter den gegebenen Bedingungen PG:PS:Cholesterol-Liposomen jedoch 3 - 4 mal aktiver waren
als PG:PC:Cholesterol-Liposomen, wurden erstere für die Durchführung weiterer Versuche
ausgewählt.
3.1.2.2     Die Inkorporation von Lactosylceramid oder M. fermentans-Lipid in Liposomen
    aus PG:PS:Cholesterol hatte keinen Einfluß auf die Phagozytose
Mit dem Ziel, die Wechselwirkungen zwischen Liposomen und Makrophagen weiter zu steigern,
wurde die Liposomenmembran durch die Inkorporation von Lactosylceramid und M. fermentans-
Lipid modifiziert.
Makrophagen verfügen über eine Vielzahl von Rezeptoren, die für die Erkennung von zur
Phagozytose vorgesehener Partikel von Bedeutung sind. Dazu gehören u. a. Rezeptoren für
Kohlenhydrate. Durch die Inkorporation von Lactosylceramid in die Liposomenmembran sollte
somit eine gesteigerte Phagozytose ermöglicht werden.
Die Bindung Lactosylceramid-haltiger Partikel erfolgt über den Galaktose-Partikel-Rezeptor, der
sowohl auf Kupfferzellen [85] als auch auf murinen Peritonealmakrophagen [75] exprimiert ist.
Eine Verankerung von Galaktosylresten (15 Mol % Galaktose) an der Oberfläche von Liposomen
aus PC:Cholesterol:4-(p-Maleimidophenyl)butyryl-PE (8,5:5:1,5) führt nach Haensler und
Schuber [56] zu einer im Vergleich zu Kontroll-Liposomen vierfach erhöhten Phagozytose durch
Peritonealmakrophagen. In vivo bedingt die Inkorporation von 8 Mol % Lactosylceramid in die
Liposomenmembran eine nach iv-Injektion reduzierte Verweildauer der Liposomen im Blut und
eine damit einhergehende gesteigerte Aufnahme durch die Leber [167, 168].
Die in dieser Arbeit mittels Detergenzentfernung hergestellten Liposomen aus
PG:PS:Cholesterol:Lactosylceramid (1,08:1:0,25:0,25; molares Verhältnis) waren lichtmikro-
skopisch von Kontroll-Liposomen ohne Lactosylceramid nicht zu unterscheiden (nicht gezeigt).
 
Mit der Inkorporation von M. fermentans-Lipid in die Liposomenmembran wurde versucht, die
natürlich vorliegende Situation, in der MALP-2 in die Zytoplasmamembran der Mykoplasmen
eingelagert ist, stärker als bisher zu imitieren. Bei den Membranlipiden der Mykoplasmen handelt
es sich in erster Linie um Phospholipide, Glykolipide und Sterole. Neutrale Lipide sind dagegen
nur in geringen Konzentrationen vorhanden [zusammengefaßt in 152]. Um die Frage zu klären,
ob der Einbau dieser mykoplasmalen Lipide in die Liposomenmembran einen Einfluß auf die
Phagozytose hat, wurden 25 % M. fermentans-Lipid in Liposomen aus PG:PS:Cholesterol
(1,08:1:0,25; molares Verhältnis) eingebaut. Liposomen dieser Zusammensetzung waren von
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regelmäßiger, kugeliger Form. Hinsichtlich der Größe variierten diese allerdings stärker als
Liposomen ohne M. fermentans-Lipid (nicht gezeigt).
Neben der Liposomenzusammensetzung spielen auch die Liposomengröße und die Liposomen-
konzentration eine entscheidende Rolle für die in vit oPhagozytose. So bedingt in einem in vitro-
Testsystem die Liposomengröße die Sedimentationsgeschwindigkeit: Große Liposomen sedimen-
tieren schneller als kleine Liposomen und können daher entsprechend schneller von adhärenten
Makrophagen phagozytiert werden. Auch in vivo erfolgt die Entfernung großer, multilamellarer
Liposomen aus der Blutbahn schneller als die kleiner, unilamellarer Vesikel [82]. Daß auch die
Liposomenkonzentration einen Einfluß auf die Phagozytose hat, wurde bereits unter 3.1.1.2
ermittelt: So war der prozentuale Anteil der durch Peritonealmakrophagen aufgenommenen
Liposomen aus PC:PS:Cholesterol (1:1:1; molares Verhältnis) bei hohen Liposomenkonzentra-
tionen suboptimal und erreichte erst nach mehreren Verdünnungsschritten ein Maximum. Dieser
Zusammenhang konnte bei Liposomen aus PG:PS:Cholesterol (1,08:1:0,25; molares Verhältnis)
jedoch weder mit noch ohne Zusatz von Lactosylceramid oder M. fermentans-Lipid beobachtet
werden (nicht gezeigt).
In einem folgenden Versuch wurde dann der Einfluß von Lactosylceramid und M. fer entans-
Lipid auf die Phagozytoserate von Liposomen aus PG:PS:Cholesterol (1,08:1:0,25; molares
Verhältnis) untersucht. Um zu gewährleisten, daß die von den Makrophagen bei kurzen Inkuba-
tionszeiten aufgenommene Radioaktivität (in cpm) ausreichend hoch, d. h. meßbar war, wurde
mit ca. 3 µg Lipid/Loch (30 µg Lipid/ml) eine 10-fach höhere Liposomenkonzentration, und somit
eine entsprechend höhere Radioaktivität, eingesetzt als unter 3.1.1.2 beschrieben. Unter diesen
Versuchsbedingungen wies die Phagozytosekinetik der Liposomen aus PG:PS:Cholesterol
(1,08:1:0,25; molares Verhältnis) keinen signifikanten Unterschied zu den Phagozytosekinetiken
der PG:PS:Cholesterol-Liposomen (1,08:1:0,25; molares Verhältnis) mit inkorporiertem Lacto-
sylceramid bzw. M fermentans-Lipid auf (Abb. 10). Beginnend mit ca. 2 % aufgenommener
Liposomen nach einer Stunde, stieg die Phagozytoserate der unterschiedlich zusammengesetzten
Liposomen bis zum Zeitpunkt von 24 Stunden linear an. Nach 48 Stunden waren annähernd 18
% der angebotenen Liposomen von den Peritonealmakrophagen phagozytiert.
Entsprechend der Vorversuche unter 3.1.1.2 und 3.1.2.1 wurde ein durch die Liposomen-
zusammensetzung bedingter unterschiedlich hoch ausfallender Verlust von Liposomen bei der
Herstellung und der damit verbundene Einsatz ungleich konzentrierter Liposomensuspensionen
im Testsystem vernachlässigt.
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Abbildung 10: Vergleich der Phagozytosekinetik von Liposomen aus PG:PS:Cholesterol mit und ohne
Inkorporation von Lactosylceramid oder M. fermentans-Lipid. Adhärente Peritonealmakrophagen aus
C3H/HeJ-Mäusen wurden mit [3H]-Cholesterol markierten Liposomen (PG:PS:Cholesterol, 1,08:1:0,25;
molares Verhältnis) (ca. 3 µg Lipid/Loch) in 96-Loch-Mikrotiterplatten inkubiert. In den Kontrollansätzen
fehlten die Zellen. Zur angegebenen Zeit wurden die nichtphagozytierten Liposomen abgewaschen und die
Vertiefungen der Mikrotiterplatten mit NaOH (0,1 N) gespült. Die Radioaktivität der NaOH-Lösungen wurde
im Szintillationszähler bestimmt. Die Meßdaten sind Mittelwerte ± S anda dabweichung aus jeweils drei
Parallelkulturen. Die Mittelwerte der Kontrollen (Vertiefungen ohne Zellen) wurden subtrahiert.
3.1.3     Der Vergleich der in vitro und in vivo Aktivität von Liposomen und Mykoplasmen
Für weiterführende in vitro und in vivo Versuche wurden Liposomen aus PG:PS:Cholesterol
(1,08:1:0,25; molares Verhältnis) ausgewählt. Diese inkorporierten MALP-2 unter den gegebene
Herstellungsbedingungen mit einer höheren Effizienz als Liposomen anderer Zusammensetzungen.
Da die zusätzliche Inkorporation von Substanzen, die die Wechselwirkungen zwischen Makro-
phagen und Liposomen steigern sollten, ohne signifikante Wirkung blieb, wurde auf diese ver-
zichtet.
Eine stabile Inkorporation von MALP-2 in die Vesikelmembran wurde durch die gemeinsame
Sedimentation von MALP-2 (als % Makrophagen stimulierende Aktivität, MSA) und Liposomen
(als % Phospholipid) nachgewiesen. Die Bestimmung der Lipidkonzentration von Liposo-
mensuspensionen erfolgte mit Hilfe einer Phosphatbestimmung [107]. Da die verwendeten
Phospholipide jeweils ein Mol Phosphor pro Mol Phospholipid enthielten, konnte von dem
gemessenen Phosphorgehalt direkt auf die Phospholipidkonzentration der Liposomensuspension
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geschlossen werden. Die Konzentration von inkorporiertem Cholesterol wurde prozentual
hinzuaddiert. Parallel zum Phospholipidgehalt wurde die Makrophagen stimulierende Aktivität
der verwendeten Liposomen, inklusive die der Waschüberstände, bestimmt (Tab. 3).
Fraktion % MSA
(U)
% Phospholipid
(µmol Phosphat)
1. Waschüberstand 2,3 7,9
2. Waschüberstand 2,3 4,5
3. Waschüberstand 1,1 3,4
Liposomensediment 87,5 83,9
Summe 93,2 99,7
Tabelle 3: Die Effizienz der MALP-2-Inkorporation in Liposomen aus PG:PS:Cholesterol (1,08:1:0,25;
molares Verhältnis).   
Hinsichtlich der Ausbeute gewaschener Liposomen kam es bei unterschiedlichen Chargen
hergestellter PG:PS:Cholesterol-Liposomen mit ca. 40 - 80 % Phospholipid pro Ansatz zu starken
Variationen. Eine geringe Ausbeute des Endproduktes war mit einer entsprechend hohen Phos-
pholipidkonzentration in den Waschüberständen verbunden. Worauf diese Unterschiede
zurückzuführen waren, wurde nicht ermittelt. Signifikante Unterschiede in bezug auf Form und
Größe der hergestellten Liposomen konnten lichtmikroskopisch nicht ausgemacht werden.
3.1.3.1     Die in vitro Aktivität von MALP-2-haltigen Liposomen entsprach der hitzege-
     töteter Mykoplasmen
Für den Vergleich der Makrophagen stimulierenden Aktivität von Liposomen-inkorporiertem
MALP-2 und hitzegetöteten Mykoplasmen im NO-Test wurde die Lipidkonzentration als Be-
zugsgröße gewählt. Um die Lipidkonzentration von Mykoplasmen bestimmen zu können, wurde
sowohl der prozentuale Protein- als auch der prozentuale Lipidanteil einer Mykoplasmen-
suspension ermittelt. Dieser lag für Proteine bei ca. 60 %, für Lipide bei ca. 38 % des Trocken-
gewichts. Mit Hilfe der schnell und einfach durchzuführenden Proteinbestimmung nach Lowry
[106] konnte auf diesem Weg der Lipidgehalt verschiedener Mykoplasmensuspension rechnerisch
bestimmt werden. Die Ermittlung der Lipidkonzentration einer Liposomensuspension erfolgte
durch die Bestimmung des darin enthaltenen Phosphors.
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Optimal solubilisiert in OG ist die Makrophagen stimulierende Aktivität von MALP-2 am höch-
sten [127]. Die natürliche Einbettung in die mykoplasmale Zytoplasmamembran hat ebenso wie
die Inkorporation in eine synthetische Liposomenmembran eine reduzierte Stimulationsfähigkeit
zur Folge (siehe 3.1.1.1). Um zu untersuchen, ob der Charakter der umgebenden Membran für
die Makrophagen stimulierende Aktivität von MALP-2 von Bedeutung ist, wurde die in vitro
Aktivität von MALP-2-haltigen Liposomen und hitzegetöteten Mykoplasmen im NO-Test
verglichen (Abb. 11). Der Gehalt an Makrophagen stimulierender Aktivität lag für Liposomen bei
7000 kU/mg Lipid, für Mykoplasmen bei 1000 kU/mg Lipid. Halbmaximale NO-Freisetzung
konnte durch 10 ng Mykoplasma-Lipid mit der darin enthaltenen Makrophagen stimulierenden
Aktivität von 10 U bzw. durch 2 ng Liposomen mit der Makrophagen stimulierenden Aktivität
von 14 U induziert werden.
Dieser Versuch zeigte, daß Liposomen-inkorporiertes MALP-2 genauso aktiv war wie MALP-2
in seiner natürlichen Umgebung, der mykoplasmalen Zytoplasmamembran. Ein Einfluß der
MALP-2 umgebenden Membran auf die Makrophagen stimulierende Aktivität dieses Lipopeptids
konnte somit ausgeschlossen werden.
Abbildung 11: Vergleich der NO-Freisetzung muriner Peritonealmakrophagen nach Stimulation mit
M. fermentans und Liposomen. MALP-2-haltige Liposomen aus PG:PS:Cholesterol (1,08:1:0,25;  molares
Verhältnis) (mit einer MSA von 7000 kU/mg Lipid) und hitzegetötete M. fermen ans, Klon II-29/1 (mit einer
MSA von 1000 kU/mg Lipid) wurden in Kulturmedium vorverdünnt, in einer 1:2-Verdünnungsreihe austitri-
ert und zusammen mit 60 U/ml IFN-g und PEC aus C3H/HeJ-Mäusen (1 x 105 Zellen/Loch) bei 37 °C und
7,5 % CO2 inkubiert. Die Bestimmung von NO erfolgte nach 45 Stunden. Die Meßdaten sind Mittelwerte ±
Standardabweichung aus jeweils drei Parallelkulturen.
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3.1.3.2     Hitzegetötete Mykoplasmen wurden schneller p agozytiert als Liposomen
Die Makrophagen stimulierende Aktivität von MALP-2 war, das hatte der NO-Test gezeigt (siehe
3.1.3.1), von der umgebenden Membran unabhängig. Mit Hilfe radioaktiv markierter Liposomen
und Mykoplasmen wurde jedoch deutlich, daß die Phagozytosekinetik der beiden Vesikel starke
Unterschiede aufwies (Abb. 12). So wurden Mykoplasmen in den ersten sechs Inkubationsstunden
schneller von den Peritonealmakrophagen aufgenommen als Liposomen. Im Anschluß an diese
sechs Stunden nahm die aus Mykoplasmen stammende Radioaktivität in den Makrophagen dann
jedoch deutlich ab. Diese Abnahme war vermutlich eher auf den Abbau von 3H-markierter myko-
plasmaler DNA und einer sich daran anschließenden Freisetzung niedermolekularer Radioaktivität
ins Medium zurückzuführen, als auf eine reduzierte Phagozytose der Mykoplasmen. Die aus
Liposomen stammende Radioaktivität nahm im Gegensatz dazu auch nach sechs Stunden noch
deutlich zu und blieb nach zwölf Stunden annähernd konstant. Vermutlich wird das in der Lipo-
somenmembran inkorporierte 3H-Cholesterol nach der Phagozytose der Liposomen von den
Makrophagen in die eigene Zytoplasmamembran eingebaut. Eine Abnahme der Radioaktivität im
untersuchten Zeitraum fand daher nicht statt.
     
Abbildung 12: Kinetik der Phagozytose von Liposomen und Mykoplasmen durch murine Peritoneal-
makrophagen. Adhärente Peritonealmakrophagen aus C3H/HeJ-Mäusen wurden mit identischen Lipidkon-
zentrationen [3H]-Cholesterol markierter Liposomen (PG:PS:Cholesterol, 1,08:1:0,25; molares Verhältnis)
oder [3H-methyl]-Thymidin markierter, hitzegetöteter M. fermentans, Klon II-29/1 (jeweils 2 µg Lipid pro
Vertiefung) in 96-Loch-Mikrotiterplatten inkubiert. In den Kontrollansätzen fehlten die Zellen. Zur angege-
benen Zeit wurden die nichtphagozytierten Partikel abgewaschen und die Vertiefungen er Mikrotiterplatte
mit NaOH (0,1 N) gespült. Die Radioaktivität der NaOH-Lösungen wurde im Szintillationszähler bestimmt.
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Die Meßdaten sind Mittelwerte ± Standardabweichung aus jeweils drei Parallelkulturen. Die Mittelwerte der
Kontrollen (Vertiefungen ohne Zellen) wurden subtrahiert.
3.1.3.3     Die iv-Injektion hitzegetöteter Mykoplasmen sowie Liposomen-inkorporiertem
                und gelöstem MALP-2 induzierte im Kaninchen eine Erhöhung der Körper-  
                temperatur
Nachdem in vitro nachgewiesen worden war, daß die umgebende Membran auf die Makrophagen
stimulierende Aktivität von MALP-2 keinen Einfluß hatte (siehe 3.1.3.1), sollte ein Fiebertest im
Kaninchen Auskunft darüber geben, ob Gleiches auch für die in vivo Situation galt. Zu diesem
Zweck wurden hitzegetötete Mykoplasmen sowie MALP-2-haltige Liposomen und Kontroll-
Liposomen in jeweils drei Kaninchen injiziert und die Auswirkungen auf die Körpertemperatu
gemessen und miteinander verglichen. Die Injektion von hitzegetöteten M. f rmentans, Klon II-
29/1 (0,75 mg Protein mit einer MSA von 300 kU) führte zu einer durchschnittlichen Temperatur-
erhöhung von 0,8 ± 0,1 °C. Durch die Applikation des in vitro deutlich geringer aktiven M.
fermentans Klon II-23 (0,75 mg Protein mit einer MSA von 60 kU) wurde mit 0,9 ± 0,3 °C eine
in der gleichen Größenordnung liegende Temperaturerhöhung induziert. Nach Injektion von
MALP-2-haltigen Liposomen (mit einer MSA von 750 kU) fiel die Erhöhung der Körpertem-
peratur im Kaninchen mit 0,5 ± ,1°C deutlich geringer aus, während nach Injektion gleicher
Lipidkonzentrationen an Kontroll-Liposomen mit 0,1 ± 0,06 °C überhaupt keine Temperatur-
erhöhung nachzuweisen war. Durch die intravenöse Applikation von gelöstem MALP-2 (mit einer
MSA von 3000 kU) konnte eine Temperaturerhöhung von 0,7 ± 0,4 °C induziert werden (Daten
nicht gezeigt).
Ebenso wie die Fieberversuche unter 3.1.1.3 wurden auch diese Versuche freundlicherweise von
Herrn Dr. H. Ronneberger (Hoechst Marion Roussel, Marburg) durchgeführt. 
Der Fiebertest im Kaninchen zeigte, daß durch die Injektion des mykoplasmalen Lipopetids
MALP-2, gelöst oder in Liposomen inkorporiert, eine pyrogene Reaktion hervorgerufen werden
konnte. In vivo verfügten hitzegetötete Mykoplasmen jedoch, trotz eines deutlich geringeren
Gehalts an Makrophagen stimulierender Aktivität, über ein höheres fiebererzeugendes Potential
als MALP-2 (gelöst oder Liposomen-inkorporiert). Dieses Verhalten stand im Widerspruch zu
dem in vitro Ergebnis, daß hitzegetötete Mykoplasmen und Liposomen bei gleichem MALP-2-
Gehalt über eine Makrophagen stimulierende Aktivität in gleicher Größenordnung verfügen (siehe
3.1.3.1). Eine Diskrepanz zwischen in vitro und in vivo Ergebnissen lag auch bei dem Vergleich
der beiden hitzegetöteten M. fermentans Klone mit deutlich unterschiedlicher Makrophagen
stimulierender Aktivität vor: Während dieser Unterschied i  vitro mit Hilfe des NO-Tests deutlich
sichtbar gemacht werden konnte (nicht gezeigt), war in vivo eine Abhängigkeit der induzierten
Temperaturerhöhung von der Makrophagen stimulierenden Aktivität der beiden Klone nicht zu
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beobachten.
Die Diskrepanz zwischen in vitro und in vivo Versuchen könnte darauf zurückzuführen sein, daß
Mykoplasmen noch andere pyrogen wirkende Substanzen enthalten. Zu diesen zählen möglicher-
weise auch Nukleinsäuren. So wiesen Sparwasser et al. nach ip-Injektion von 10 nMol eines
synthetischen Oligonukleotids in Mäuse eine erhöhte Freisetzung des endogenen Pyrogens TNF-a
im Serum nach [169]. Schöbitz et al. konnten nach intrazerebroventrikularer Applikation von
Oligonukleotiden in Ratten (5 bis 50 µg pro Tier) eine Erhöhung der Körpertemperatur induzieren
[160].
Die Fieberversuche im Kaninchen stellten ein geeignetes System dar, um erste Eindrücke von der
in vivo Aktivität hitzegetöteter Mykoplasmen sowie Liposomen-inkorporiertem und gelöstem
MALP-2 zu erhalten. Da diese Versuche an der GBF selbst nicht durchgeführt werden konnten,
das in vivo-Verhalten von MALP-2 sowohl in gelöster als auch in partikulärer Form jedoch
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein sollte, wurde aus versuchstechnischen Gründen mit der
intraperitonealen Injektion der verschiedenen MALP-2-Präparationen in Mäuse ein anderes, durch
verschiedene Arbeitsgruppen bereits etabliertes in vivo-T stsystem eingeführt [5, 54, 60, 157].
 
3.2        Das mykoplasmale Lipopeptid MALP-2 als potenter Stimulator der Zytokin- und
             Chemokinsynthese in vitro und in vivo
In vitro ist das mykoplasmale Lipopeptid MALP-2 in der Lage, Makrophagen zur Freisetzung
verschiedener Mediatoren, wie z. B. IL-1, IL-6, TNF-a und NO, zu stimulieren [126, 127, 154].
Wie mit Hilfe des synthetischen Lipopeptid-Analogons N-palmitoyl-S-(2,3-bis(palmitoyloxy)-
(2RS)-propyl)-(R)-cysteinyl-alanyl-glycine (Pam3Cys-Ala-Gly) gezeigt werden konnte, verfügen
auch Lipopeptide gram-negativer Bakterien über die Fähigkeit der Makrophagenstimulierung in
vitro [59]. In vivo ist eine Freisetzung der inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1 und IL-6
nach ip-Injektion von Pam3Cys-Ala-Gly in NMRI-Mäuse jedoch nicht nachzuweisen [60].
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die in vivo Aktivität von MALP-2, die im Gegensatz zu der in
vitro Aktivität weitgehend unbekannt war, sowie dessen Rolle beim Mykoplasmen-induzierten
Entzündungsvorgang untersucht werden. Zum Nachweis einer möglichen  vivo Akt vität wurde
neben der in vivo Freisetzung von Zytokinen auch eine durch MALP-2 induzierte und durch
Leukozyteninfiltration charakterisierte zelluläre Wirtsantwort herangezogen.
Eine zelluläre Wirtsreaktion, die durch die Infiltration von Leukozyten am Entzündungsort
gekennzeichnet ist, kann sowohl durch eine natürliche [147] als auch durch eine experimentell
hervorgerufene [28, 70, 101, 180] Infektion mit Mykoplasmen induziert werden. Über die
mykoplasmalen Komponenten, die diese Leukozyteninfiltratrion auszulösen vermögen, sowie über
die daran beteiligten Mechanismen, ist bisher jedoch nur wenig bekannt. Lediglich von Ross et
al. wurde in vitro die chemotaktische Aktivität einer Membranprotein-Präparation aus M. pulm-
nis gegenüber B-Lymphozyten nachgewiesen [149].
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3.2.1     Vorversuche zum in vivo Verhalten von MALP-2
Die Vorversuche dienten in erster Linie dazu, die Anzahl der Versuchstiere klein zu halten. Aus
diesem Grund wurde vorab mit möglichst wenigen Tieren untersucht, ob und zu welchem Zeit-
punkt nach ip-Injektion hitzegetöteter M. f rmentans eine zelluläre Wirtsantwort in Form infiltri-
erter Granulozyten nachzuweisen war. Die ip-Injektion von Liposomen-inkorporiertem und
gelöstem MALP-2 diente dem Nachweis einer generellen Beteiligung von MALP-2 an diesen
inflammatorischen Effekten.
3.2.1.1     Die Auswahl eines geeigneten Mausstammes
Humane Monozyten lassen sich, ebenso wie murine Peritonealmakrophagen, mit einer aus
M. fermentans infizierten HL60-Zellen hergestellten Präparation stimulieren [141]. Das Ausmaß
dieser Reaktion zeigte eine Abhängigkeit vom individuellen Monozytenspender. Unterschieden
wurden sogenannte “low-  und “high-responder” (G. Jahns und P. F. Mühlradt, unveröffentlicht).
Auch bei Mäusen konnte i  vitro eine vom verwendeten Mausstamm abhängige Reaktionsfähig-
keit auf die Stimulation mit mykoplasmalen Lipopeptiden im NO-Test nachgewiesen werden: So
war mit humanem Serum im Kulturmedium, anstelle von fetalem Kälberserum, die für halbmaxi-
male NO-Freisetzung benötigte Konzentration an MALP-H bei Verwendung von Peritonealmak-
rophagen aus BALB/c-Mäusen zehnmal geringer als z. B. bei Verwendung von Peritonealmakr-
phagen aus C3H/HeJ- oder NMRI-Mäusen. Bei MALP-H handelt es sich um ein Lipopeptid aus
M. hyorhinis. Sowohl in der Struktur als auch in der Fähigkeit zur Makrophagenstimulation ähnelt
es MALP-2 aus M. fermentans [129]. Da es, im Gegensatz zu MALP-2, zum Zeitpunkt dieser
Vorversuche in ausreichender Menge zur Verfügung stand, konnte es als ein typischer Vertreter
Makrophagen stimulierender, mykoplasmaler Lipopeptide im NO-Stimulationstest eingesetzt
werden. Der Einsatz von humanem Serum war notwendig geworden, weil sich sowohl die Zellen
von BALB/c- als auch von NMRI-Mäusen durch das mit geringen LPS-Konzentrationen kon-
taminierte Kälberserum stimulieren ließen und eine aussag kräftige Bewertung des NO-Tests nicht
möglich machten. Die für halbmaximale NO-Freisetzung durch Peritonealmakrophagen aus
NMRI-Mäusen benötigte Konzentration an MALP-H entsprach der von C3H/HeJ-Mäusen (nicht
gezeigt).
Aufgrund der hohen Sensitivität gegenüber MALP-H schied der Inzuchtstamm BALB/c für die
vorgesehenen in vivo Versuche als untypischer “high-responder” aus. Als am ehesten geeignet
wurden NMRI-Mäuse ausgewählt, da ihre Reaktion auf die Stimulation mit MALP-H der Reak-
tion von routinemäßig im NO-Test eingesetzten C3H/HeJ-Mäusen entsprach und sie somit weder
zu den “low-“ noch zu den “high-responder-Mäusen” gezählt werden konnten. Ein weiteres
Auswahlkriterium war, daß es sich bei NMRI-Mäusen um Auszuchtmäuse handelt. Auf diese
Weise konnte ausgeschlossen werden, daß die in dieser Arbeit beobachteten Effekte möglicher-
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weise atypisch waren, weil sie ausschließlich in einem zufällig ausgewählten Inzuchtstamm
auftreten.
3.2.1.2     Vorversuch zur Mykoplasmen-induzierten Granulozyteninfiltration
Wie eingangs bereits erwähnt, ist sowohl die natürliche als auch die experimentell hervorgerufene
Infektion mit pathogenen Mykoplasmen durch eine Infiltration von Leukozyten zum Infektion-
sherd gekennzeichnet.
Eine entsprechende Wirtsantwort konnte in dieser Arbeit durch die ip-Injektion hitzegetöteter
Mykoplasmen ausgelöst werden. Hitzegetötete Mykoplasmen wurden lebenden vorgezogen, da
auf diese Weise unkontrollierbare Faktoren, wie z. B. die Teilungsrate der Mykoplasmen im
Wirtsorganismus, unberücksichtigt bleiben konnten. Abb. 13 zeigt eine Kinetik der Infiltration
polymorphkerniger Granulozyten nach ip-Injektion hitzegetöteter M. fermentans, Klon II-29/1
in NMRI-Mäuse. Bereits 6 Stunden nach Injektion setzte sich die Gesamtzellzahl im Peritoneal-
raum zu einem Viertel aus Granulozyten zusammen. Nach 48 Stunden war mit 37 % ein Maxi-
mum erreicht. Die Injektion physiologischer Kochsalzlösung hatte zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte einen Anstieg der peritonealen Granulozytenkonzentration zur Folge.
Abbildung 13: Kinetik der Infiltration polymorphkerniger Granulozyten nach Injektion hitzegetöteter
Mykoplasmen. Nach ip-Injektion von M. fermentans, Klon II-29/1 (0,6 mg Protein mit einer MSA von 250
kU) bzw. 0,9 %iger NaCl wurden die NMRI-Mäuse zu den angegebenen Zeiten getötet und die Peritoneal-
zellen entnommen. Das Auszählen der Granulozyten erfolgte nach Zentrifugation der PEC auf Objektträger
und anschließender Wright-Färbung.
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Die Konzentration der infiltrierten Granulozyten wurde jeweils durch das Auszählen der Zellen
nach Zentrifugation der Peritonealzellen auf Objektträger und einer sich anschließenden Wright-
Färbung mikroskopisch ermittelt. Neutrophile Granulozyten lassen sich hierbei anhand des beinahe
durchsichtigen Zytoplasmas und des unregelmäßig geformten, rotviolett gefärbten Zellkerns
identifizieren. Demgegenüber ist das Zytoplasma eosinophiler Granulozyten ziegelrot bis rotbraun.
Basophile Granulozyten weisen nach Wright-Färbung ein dunkelviolettes bis schwarzes Zyto-
plasma auf, wurden jedoch im Peritonealraum der behandelten Mäuse nicht nachgewiesen. Das
Zytoplasma von Lymphozyten nimmt infolge der Wright-Färbung eine hellblaue Farbe an, das der
Monozyten und Makrophagen eine graublaue [121].
Der zum Fotographieren verwendete Film gab diese Farben leider nicht optimal wieder (siehe
Abb. 14 sowie auch Abb. 21). 
Abbildung 14: Lichtmikroskopische Aufnahme von murinen Peritonealzellen. Anfärbung nach Wright. L
= Lymphozyt, M = Mastzelle, MØ = Makrophage, N = Neutrophiler. Vergrößerung: 320fach. 
Parallel zur mikroskopischen Auszählung der Granulozyten erfolgte anfangs, mit Hilfe des
Granulozyten-spezifischen monoklonalen Antikörpers “anti-Gr1”, die Bestimmung der Granu-
lozytenkonzentration mittels FACS-Analyse. Die durch den Einsatz dieses Antikörpers und der
sich anschließenden FACS-Analyse ermittelte Granulozytenkonzentration lag häufig um einige
Prozentpunkte unterhalb der Granulozytenzahl, die lichtmikroskopisch ausgezählt werden konnte.
Diese Differenz war vermutlich darauf zurückzuführen, daß die verschiedenen Granulozyten das
Antigen, gegen das der monoklonale Antikörper gerichtet ist, unterschiedlich stark auf ihrer
Oberfläche exprimierten. So zeigt die Mehrzahl neutrophiler Granulozyten eine hohe bis mittlere
Expressionsrate, während Eosinophile das Antigen nur schwach bzw. gar nicht exprimiere  [66].
Ein Großteil eosinophiler Granulozyten konnte somit zwar mikroskopisch, nicht aber mittels
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FACS-Analyse erfaßt werden. Die Quantifizierung infiltrierter Granulozyten nach ip-Injektion
verschiedener MALP-2-Präparationen bzw. Kontrollen (Kontroll-Liposomen und NaCl) wurde
aus diesem Grund mikroskopisch vorgenommen.
3.2.1.3   Vorversuch zur MALP-2-induzierten Granulozyteninfiltration
Nachdem die Infiltration von Leukozyten nach ip-Injektion hitzegetöteter Mykoplasmen in
NMRI-Mäuse nachgewiesen war, wurde untersucht, ob auch MALP-2 als Makrophagen-
stimulator und Bestandteil der mykoplasmalen Zytoplasmamembran die Fähigkeit besitzt, eine
zelluläre und durch die Infiltration von Granulozyten gekennzeichnete Wirtsantwort zu induziere .
Die Granulozytenkonzentration nach ip-Injektion von gelöstem bzw. Liposomen-inkorporiertem
MALP-2 wurde jeweils zum Zeitpunkt des Maximums, 48 Stunden nach Injektion (siehe 3.2.1.2),
bestimmt. In beiden Fällen konnte eine Infiltration polymorphkerniger Granulozyten beobachtet
werden (Abb. 15 A und 15 B).
Nach ip-Injektion von jeweils 0,9 µg gelöstem MALP-2 (mit einer MSA von 100 kU) in drei
NMRI-Mäuse lag die Anzahl der Granulozyten im Peritonealraum behandelter Tiere bei 8,9 ± 2 %
 (Abb. 15 A). Die Injektion von jeweils 9 µg (mit einer MSA von 1000 kU) erhöhte diese auf 27,3
± 1,2 %. Nach Injektion von 0,9 µg Liposomen-inkorporiertem MALP-2 lag der durchschnittliche
Prozentsatz mit 6,1 ± 1,3 % Granulozyten in der gleichen Größenordnung wie nach ip-Injektion
von gelöstem MALP-2 (Abb. 15 B). Dagegen machten die Granulozyten nach ip-Injektion von
9 µg Liposomen-inkorporiertem MALP-2 mit 49,6 ± 10,1 % pro Maus bereits die Hälfte aller im
 Peritonealraum befindlichen Leukozyten aus. Die ip-Injektion von Kontroll-Liposomen ohne
inkorporiertes MALP-2 führte zu einer durchschnittlichen Granulozytenkonzentration von 7,4 ±
0,9 %.
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Abbildung 15: Einfluß der injiziert n Konzentration von gelöstem und Liposomen-inkorporiertem MALP-2
auf das Ausmaß der intraperitonealen Granulozyteninfiltration. Gruppen von jeweils drei NMRI-Mäusen
wurden 48 Stunden nach ip-Injektion von je 200 µl NaCl, gelöstem MALP-2 (0,9 und 9 µg) (A), Kontroll-
Liposomen bzw. Liposomen-inkorporiertem MALP-2 (0,9 und 9 µg) (B) getötet. Die entnommenen Perito-
nealzellen wurden auf Objektträger zentrifugiert und die Konzentration der Granulozyten nach Wright-
Färbung durch Auszählen ermittelt. 
 
3.2.2     Die durch MALP-2 induzierte in vitro Synthese von Zytokinen und Chemokinen
Zu den früh induzierten, nichtadaptiven Reaktionen auf eine Infektion gehört die Freisetzung von
Zytokinen und Chemokinen, u. a. durch aktivierte Makrophagen. Chemokine wirken in erster
Linie als Lockstoffe für phagozytierende Zellen. Ihre Synthese kann durch Viren und gewe-
beschädigende Agenzien, aber auch durch eine Vielzahl bakterieller Bestandteile und Produkte,
z. B. durch Exotoxine und LPS, induziert werden [zusammengefaßt in 83].
Auch im Verlauf einer Infektion mit pathogenen Mykoplasmen findet Chemotaxis statt. Diese ist
oftmals durch eine frühe Infiltration polymorphkerniger Granulozyten und eine späte Infiltration
von Makrophagen und Lymphozyten gekennzeichnet [101]. Für die frühe Granulozyteninfiltr tion
sind die sogenannten “a-Chemokine” oder “C-X-C-Chemokine” verantwortlich, deren chemotak-
tisches Potential sich in erster Linie auf neutrophile Granulozyten beschränkt. Zu dieser Gruppe
zählt u. a. MIP-2. Die spätere Infiltration von Makrophagen und Lymphozyten wird v. a. durch
die “b-Chemokine” oder “C-C-Chemokine” induziert. Vertreter der b-Ch mokine sind u. a. MIP-
1a und MCP-1 (siehe auch 1.4.3).
Die bei einer Infektion mit Mykoplasmen zu beobachtende Infiltration von Granulozyten konnte,
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das hatten die Vorversuche gezeigt, auch durch die ip-Injektion des Makrophagen stimulierenden
Lipopeptids MALP-2 induziert werden (siehe 3.2.1.3). Als denkbar erschien daher, daß MALP-2,
ein potenter Stimulator der Zytokinfreisetzung in vitro [127], Makrophagen gleichzeitig zur
Freisetzung von Chemokinen stimulieren und auf diesem Weg eine Chemotaxis induzieren kann.
Zunächst wurde in vitro in einem Dosis-Wirkungs-Experiment die grundsätzliche Möglichkeit
einer MALP-2-induzierten Chemokinfreisetzung untersucht. Da bei einer Mykoplasmeninfektion
neben neutrophilen Granulozyten auch mononukleäre Leukozyten einwandern, wurde sowohl die
in vitro Freisetzung des a-Chemokins MIP-2 als auch die der b-Chemokine MIP-1a und MCP-1
untersucht.
3.2.2.1     Die in vitro Synthese der Chemokine MCP-1, MIP-1a und MIP-2
In einem Dosis-Wirkungs-Experiment wurde die Fähigkeit von MALP-2 und LPS, Peritoneal-
makrophagen zur Freisetzung der Chemokine MCP-1, MIP-1a und MIP-2 zu stimulieren,
miteinander verglichen. LPS kam hierbei die Rolle der Positivkontrolle zu, da die LPS-induzierte
Freisetzung dieser drei Chemokine durch stimulierte Makrophagen bereits bekannt war [108, 194,
195]. Die in vitro Synthese der Chemokine wurde in separaten Experimenten mit Perito-
nealmakrophagen aus drei Mäusen durchgeführt; exemplarisch dargestellt ist das mit den Zellen
einer Maus erhaltene Ergebnis. Für den Nachweis der Freisetzung verschiedener Chemokine
wurden die Peritonealmakrophagen derselben Maus verwendet.
Abb. 16 A-C zeigt, daß es sich bei MALP-2 um einen sehr potenten Stimulator der Chemokin-
freisetzung handelte. Bezogen auf pg/ml war die für halbmaximale Freisetzung von MCP-1, MIP-
1a und MIP-2 erforderliche Konzentration von MALP-2 mit ca. 50 pg/ml um eine Zehnerpotenz
niedriger als die von LPS (ca. 500 pg/ml). Obwohl die maximale Freisetzung der Chemokine nach
Stimulation mit LPS bzw. MALP-2 zwischen den Mäusen variierte, war die für halbmaximale
Freisetzung benötigte Konzentration der Stimulatoren vom individuellen Tier weitgehend unab-
hängig. Unstimulierte Zellen setzten nach sechs Stunden Inkubation 65 pg MIP-1a/ml, 4,2 ng
MIP-2/ml und 170 pg MCP-1/ml frei.
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Abbildung 16: Die durch MALP-2 und LPS induzierte in vitro Synthese von Chemokinen. PEC von NMRI-
Mäusen wurden in 100 µl Kulturmedium pro Vertiefung einer 96-Loch-Mikrotiterplatte eingesät (1 x 105
Zellen pro Loch) und 16 Stunden bei 37 °C und 7,5 % CO2 inkubiert. Nach Abtrennung der nichtadhärenten
Zellen wurden die Peritonealmakrophagen mit LPS aus Salmonella typhimurium (ð) bzw. MALP-2 (·) in
den angegebenen Konzentrationen stimuliert. Zur optimalen Solubilisierung wurde MALP-2 in 25 mM OG
vorverdünnt. Für die Bestimmung von MIP-1a (A), MIP-2 (B) und MCP-1 (C) wurden nach 6 Stunden
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Aliquots der Kulturüberstände entnommen und bis zur Bestimmung der Chemokine im ELISA bei -20 °C
aufbewahrt. Die Daten sind repräsentative Ergebnisse aus einem von drei, mit den Zellen verschiedener Tiere,
durchgeführten separaten Experimenten.
3.2.2.2     Die in vitro Synthese von TNF-a und IL-6
Um die LPS- bzw. MALP-2-induzierte in vitro Freisetzung der Chemokine mit der von TNF-a
und IL-6 korrelieren zu können, wurden die beiden proinflammatorischen Zytokine in Pa-
rallelkulturen getestet, d. h. für den Nachweis der Chemokine und Zytokine wurden  Peritoneal-
zellen derselben Maus verwendet. Die TNF-a-Konzentration wurde, da ein Maximum der in vitro
Freisetzung nach drei bis vier Stunden erreicht ist [47], nach 3,5 Stunden bestimmt. Der Nachweis
von IL-6 im Kulturüberstand erfolgte nach acht Stunden. Zu diesem Zeitpunkt stellen die Perito-
nealmakrophagen ihre IL-6-Produktion ein [47]. Entsprechend dem Vergleich der in vitro
Synthese der verschiedenen Chemokine lag die für halbmaximale Freisetzung von TNF-a und IL-
6 erforderliche Konzentration an MALP-2 mit ca. 50 pg/ml um eine Zehnerpotenz niedriger als
die erforderliche Konzentration an LPS (siehe Abb. 17 A und 17 B). Im Gegensatz dazu war die
maximale Konzentration freigesetzter Zytokine nach Stimulation mit LPS deutlich höher als nach
Stimulation mit MALP-2. Im Kulturüberstand unstimulierter Zellen konnten 68 pg TNF-a/ml
nachgewiesen werden, die Konzentration an freigesetztem IL-6 machte weniger als 3 ng/ml aus.
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Abbildung 17: Die durch MALP-2 und LPS induzierte in vitro Synthese von Zytokinen. Peritoneal-
makrophagen aus NMRI-Mäusen wurden wie in Abb. 16 gewonnen und mit LPS aus Sal onella typhimu-
rium () bzw. MALP-2 (·) in den angegebenen Konzentrationen stimuliert. Zur optimalen Solubilisierung
wurde MALP-2 in 25 mM OG vorverdünnt. Für die Bestimmung von TNF-a im Bioassay (A) und IL-6 im
ELISA (B) wurden nach 3,5 bzw. 8 Stunden Aliquots der Kulturüberstände entnommen und bis zur Bestim-
mung der Zytokine bei -20 °C aufbewahrt. Die Daten sind repräsentative Ergebnisse aus einem von drei, mit
den Zellen verschiedener Tiere, durchgeführten separaten Experimenten.
3.2.2.3     Die in vitro Kinetik der Chemokine MCP-1, MIP-1a und MIP-2
Die Kinetiken der MALP-2 induzierten Freisetzung der Chemokine MCP-1, MIP-1a und MIP-2
sind in Abb. 18 dargestellt. Erhöhte Konzentrationen von MIP-1a konnten bereits nach zwei
Stunden im Überstand der mit MALP-2 stimulierten Peritonealmakrophagen nachgewiesen
werden. Demgegenüber erreichten MIP-2 und MCP-1 erst nach vier Stunden Konzentrationen,
die über denen unstimulierter Zellen lagen. Während die Konzentration von MIP-1a jedoch sechs
Stunden nach Stimulation ein Maximum erreichte und dann wieder deutlich abnahm, stieg die
Konzentration an freigesetztem MCP-1 und MIP-2 über den gesamten Untersuchungszeitraum
von 48 Stunden stetig an. Entsprechend des Dosis-Wirkungs-Experiments (siehe 3.2.2.1) wurde
auch die Kinetik von MCP-1, MIP-1a und MIP-2 in separaten Experimenten mit Peritonealmak-
rophagen aus drei NMRI-Mäusen durchgeführt. Exemplarisch dargestellt ist das mit den Zellen
einer Maus erhaltene Ergebnis.
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Abbildung 18: In vitro Kinetik der MALP-2-induzierten Freisetzung von Chemokinen durch murine
Peritonealmakrophagen. Peritonealmakrophagen aus NMRI-Mäusen wurden wie in Abb. 16 gewonnen und
in Kulturmedium ohne Zusätze (offene Symbole) oder mit 200 pg MALP-2/ml (geschlossene Symbole) bei
37 °C und 7,5 % CO2 inkubiert. Zur optimalen Solubilisierung wurde MALP-2 in 25 mM OG vorverdünnt.
Zu den angegebenen Zeiten wurden Aliquots der Kulturüberstände entnommen und bis zur Bestimmung von
MIP-1a (A), MIP-2 (B) und MCP-1 (C) im ELISA bei -20 °C aufbewahrt. Die Daten sind repräsentative
Ergebnisse aus einem von drei, mit den Zellen verschiedener Tiere, durchg führt n separaten Experimenten.
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3.2.3     Die n vivo Aktivität des mykoplasmalen Lipopeptids MALP-2
Die Vorversuche hatten gezeigt, daß sowohl durch die ip-Injektion von hitzegetöteten Myko-
plasmen als auch durch die ip-Injektion von Liposomen-inkorporiertem und gelöstem MALP-2
eine Infiltration polymorphkerniger Granulozyten in den murinen Peritonealraum induziert werden
konnte (siehe 3.2.1.2 und 3.2.1.3). Die Reaktion der individuellen Mäuse auf eine ip-Injektion war
hierbei z. T. sehr unterschiedlich. So schwankte der Prozentsatz infiltrierter Granulozyten nach
Injektion identischer Konzentrationen an Liposomen-inkorporiertem MALP-2 (9 µg pro Maus)
zwischen 37,8 und 58,1 % (siehe Abbildung 15 B). Da konzentrationsabhängige Fehler bzw.
Fehler beim Injektionsvorgang weitgehend ausgeschlossen werden konnten, wurden diese
Schwankungen als eine natürliche Konsequenz des in vivo V rsuchssystems betrachtet. Um den
durch diese individuellen Schwankungen entstehenden Fehler möglichst klein zu halten, wurden
weiterführende Experimente mit mindestens drei, in den meisten Fällen jedoch mit sechs Tieren
pro Versuchsansatz durchgeführt. Die Kinetik der Infiltration polymorphkerniger Granulozyten
nach ip-Injektion hitzegetöteter Mykoplasmen wurde entsprechend wiederholt.
3.2.3.1     Die durch Mykoplasmen induzierte Infiltration von Granulozyten war abhängig
    vom MALP-2-Gehalt in der Zytoplasmamembran
Bei M. fermentans, II-29/1 handelt es sich um einen durch Klonierung aus M. fermentans, D15-86
hervorgegangenen Klon mit einer sehr hohen Makrophagen stimulierenden Aktivität (430 kU/mg
Protein). Andere Klone selben Ursprungs, wie z. B. Klon II-23 zeigen, ebenso wie der Referen-
zstamm M. fermentans PG18 mit 24 kU/mg bzw. 13 kU/mg Protein eine weitaus geringere
Aktivität [128].
Um den Einfluß der Makrophagen stimulierenden Aktivität auf das Ausmaß der zellulären
Wirtsantwort zu untersuchen, wurde die Infiltration von Granulozyten nach ip-Injektion ver-
schieden aktiver M. fermentans-Klone miteinander verglichen. Die Injektion gleicher Protein-
mengen (230 µg Protein pro Maus) des aktiven Klons II-29/1 und des 20fach geringer aktiven
Klons II-23 führte nach 24 Stunden zunächst zu keinem signifikanten Unterschied im durch-
schnittlichen Prozentsatz eingewanderter Granulozyten (nicht gezeigt). Dies lag, wie ein Dosis-
Wirkungs-Experiment deutlich machte, daran, daß die injizierten Proteinmengen bereits in einem
Bereich maximaler Wirkung lagen (nicht gezeigt). Die zu injizierende Proteinmenge wurde aus
diesem Grund auf ein Zehntel des Ursprungs (23 µg pro Maus) reduziert. Unter diesen Ver-
suchsbedingungen konnte 24 Stunden nach Injektion des aktiven Klons II-29/1 eine deutlich
stärkere Infiltration von Granulozyten induziert werden als nach Injektion gleicher Proteinmengen
des in vitro geringer aktiven Referenzstammes M. fermentans PG18 (Abb. 19). Wurde die
Einwanderung von Granulozyten bereits nach vier Stunden bestimmt, so war mit 34,1 ± 14,9 %
nach Injektion von Klon II-29/1 bzw. 29,4 ± 8,5 % nach Injektion von PG 18, Klon 39 kein
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signifikanter Unterschied zu beobachten.
Abbildung 19: Einfluß des MALP-2-Gehalts hitzegetöteter Mykoplasmen auf die Infiltration von Granulo-
zyten. Gruppen von jeweils drei NMRI-Mäusen wurden vier bzw. 24 Stunden nach ip-Injektion gleicher
Proteinmengen (jeweils 23 µg) von M. fermentans, Klon II-29/1 (mit einer MSA von 430 kU/mg Protein)
(schräg verlaufende Linien) und M. fermentans PG18 (mit einer MSA von 13 kU/mg Protein) (leere Säulen)
getötet. Die entnommenen Peritonealzellen wurden auf Objektträger zentrifugiert und die Anzahl der
Granulozyten nach Wright-Färbung durch Auszählen ermittelt. Die Daten sind Mittelwerte aus drei Mäusen
± Standardabweichung. * kennzeichnet einen nach Student’s T-Test signifikanten Unterschied zwischen den
beiden Klonen bei einem Signifikanzniveau von 0,05.
Dieser Versuch zeigte deutlich, daß zwischen einer frühen und einer später ablaufenden Infiltration
von Granulozyten unterschieden werden mußte. Während die nach vier Stunden nachw isbare
Granulozyteninfiltration bei beiden M. f rmentans-Klonen in der gleichen Größenordnung lag und
vom MALP-2-Gehalt unabhängig war, zeigte die Infiltration von Granulozyten nach 24 Stunden
eine deutliche Abhängigkeit vom MALP-2-Gehalt des injizierten Klons. Somit bestand, zumindest
in diesem Testsystem, ein direkter Zusammenhang zwischen dem Ausmaß der nach 24 Stunden
induzierten Granulozyteninfiltration durch ip-Injektion hitzegetöteter Mykoplasmen und deren
Gehalt an Makrophagen stimulierender Aktivität.
Das gleiche Phänomen konnte auch bei der durch ip-Injektion von MALP-2-haltigen Liposomen
und Kontroll-Liposomen induzierten Granulozyteninfiltration beobachtet werden (siehe 3.2.3.2).
Hier wies die Anzahl infiltrierter Granulozyten zwei bzw. sechs Stunden nach der Injektion beider
Liposomen-Präparationen keinen Unterschied auf. Erst beim nächsten Untersuchungszeitpunkt,
24 Stunden nach Injektion, war ein signifikanter Unterschied erstmals nachw i bar.
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Die früh induzierte Granulozyteninfiltration durch hitzegetötete Mykoplasmen und Liposomen
(unabhängig von einer MALP-2-Inkorporation) ist vermutlich auf eine Aktivierung des Kom-
plementsystems zurückzuführen. Vorversuche zeigten, daß hitzegetötete Mykoplasmen
(M. fermentans, Klon II-29/1) im Gegensatz zu gelöstem MALP-2 in der Lage sind, das humane
Komplementfragment C5a zu generieren (U. Deiters, G. Sonntag, O. Götze, P. F. Mühlradt,
unveröffentlicht). Die Aktivierung des murinen Komplementsystems durch negativ geladene
Liposomen ist bereits beschrieben [30].
3.2.3.2     Die Kinetik der Leukozyteninfiltration nach ip-Injektion von hitzegetöteten    
    M. fermentans sowie Liposomen-inkorporiertem und gelöstem MALP-2
Durch die ip-Injektion von MALP-2 konnte, unabhängig davon, ob MALP-2 in der natürlichen
Zytoplasma- bzw. in einer synthetischen Liposomenmembran inkorporiert war, eine Chemotaxis
induziert werden, die durch die lokale Infiltration polmorphkerniger Granulozyten gekennzeichnet
war (siehe 3.2.1.2 und 3.2.1.3). Um einen möglichen Einfluß der Präparationsform von MALP-2
(gelöst oder partikulär) auf den zeitlichen Verlauf der Granulozyteninfiltration zu untersuchen,
wurden jeweils Sechsergruppen von NMRI-Mäusen die verschiedenen MALP-2-Präparationen
injiziert und die Granulozytenzahl im Peritonealraum zu verschiedenen Zeitpunkt  nach Injektion
ermittelt. Eine voneinander abweichende Kinetik nach ip-Injektion der verschiedenen MALP-2-
Präparationen konnte nicht von vornherein ausgeschlossen werden, da gelöstes MALP-2, im
Gegensatz zu partikulärem, theoretisch schneller in die Zirkulation gelangen und somit lokal
ausverdünnt werden könnte. Zusätzlich zur Anzahl der Granulozyten wurde auch die Gesamtleu-
kozytenzahl im Peritonealraum bestimmt. Auf diesem Weg wurde überprüft, ob die bei einer
Mykoplasmen-Infektion oftmals zu beobachtende zeitliche Gliederung in ine frühe Granulo-
zyteninfiltration und eine späte Infiltration von Makrophagen und Lymphozyten auch durch
Injektion verschiedener MALP-2-Präparationen induziert werden konnte. Liposomen ohne
inkorporiertes MALP-2 und 0,9 %ige Kochsalzlösung dienten als Kontrollen (Abb. 20 A-E).
Die Injektion hitzegetöteter M. fermentans, Klon II-29/1 führte bereits nach zwei Stunden zu
einem signifikanten Anstieg der peritonealen Granulozytenzahl (Abb. 20 A). Diese erreichte im
Zeitraum zwischen 24 und 48 Stunden nach Applikation ein Maximum. Auch am dritten Tag nach
der Injektion lag die Zahl infiltrierter Granulozyten noch deutlich über der von Kontrolltieren, die
mit 0,9 %iger Kochsalzlösung behandelt worden waren (Abb. 20 C). Hingegen ergab sich bei
Betrachtung der peritonealen Gesamtleukozytenzahl nach Injektion hitzegetöteter M. fermentans
eine von der Granulozytenzahl abweichende Kinetik: Ein signifikanter Anstieg der Leukozyten
konnte, im Vergleich zu NaCl-behandelten Kontrolltieren, erst 24 Stunden nach der Injektion
beobachtet werden. Diese Zunahme an Leukozyten hielt jedoch über den gesamten Untersuchung-
szeitraum an und erlangte erst am zweiten Tag mit einem Durchschnittswert von 11,1 x 106 ± 3,3
x 106 Zellen pro Maus ein Maximum.
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Genau wie nach Injektion hitzegetöteter Mykoplasmen erreichte die Anzahl der Granulozyten
nach ip-Injektion von gelöstem MALP-2 das Maximum in einem Zeitraum zwischen 24 und 48
Stunden nach der Applikation (Abb. 20 B). Zu den frühen Untersuchungszeitpunkten, zwei bzw.
sechs Stunden nach Applikation, fiel die Anzahl der Granulozyten mit durchschnittlichen
0,14 x 106 ± 0,07 x 106 bzw. 0,3 x 106 ± 0,3 x 106 jedoch deutlich geringer aus als nach Ap-
plikation der partikulären MALP-2-Präparationen bzw. der Kontroll-Liposomen. Ebenso wie
durch die Injektion von MALP-2-Liposomen bzw. hitzegetöteten Mykoplasmen wurde auch
durch die Injektion von gelöstem MALP-2 ein Anstieg der Gesamtleukozytenzahl induziert. Diese
erreichte, entsprechend der Leukozytenzahl nach Injektion hitzegetöteter Mykoplasmen, nach 48
Stunden mit 12,8 x 106 ± 3,4 x 106 Zellen pro Maus ein Maximum.
MALP-2 lag als Stammlösung in 2-Propanol/H2O (1+1, v/v) vor. Für die Injektion wurde diese
Stammlösung in 0,9 %iger NaCl verdünnt, so daß sich eine maximale Konzentration von 2,5 %
(v/v) 2-Propanol ergab. Eine zur Kontrolle durchgeführte ip-Injektion von 2,5 % (v/v) 2-Propanol
in 0,9 %iger Kochsalzlösung induzierte 48 Stunden nach Injektion mit durchschnittlichen 0,7 x
104 ± 0,6 x 104 Granulozyten pro Maus bzw. 3,5 x 106 ± 0,2 x 106 Gesamtleuko-zyten (n = 3)
keinen nachweisbaren Zellinflux (nicht gezeigt).
Die Injektion von Liposomen-inkorporiertem MALP-2 führte ebenfalls zu einem Anstieg der
Granulozytenzahl im Peritonealraum. Diese begann, ähnlich wie nach Injektion hitzegetöteter
Mykoplasmen, nach zwei Stunden und erreichte nach 24 Stunden mit durchschnittlichen 6,7 x 106
± 1,6 x 106 Granulozyten pro Maus ein Maximum (Abb. 20 D). Auch die Injektion von Kontroll-
Liposomen führte zu einem nachweisbaren Anstieg der Granulozyten im Peritonealrau  (Abb.
20 E). Mit maximalen 1,1 x 106 ± 0,7 x 106 nach 24 Stunden lag diese jedoch deutlich unterhalb
der Granulozytenkonzentration, die nach Injektion MALP-2-haltiger Liposomen beobachtet
werden konnte. Ebenso wie die Granulozytenzahl erreichte die Konzentration der Gesamtleuk-
zyten 24 Stunden nach Injektion MALP-2-haltiger Liposomen ein Maximum. Diese war auch 48
bzw. 72 Stunden nach Injektion noch signifikant höher als nach Injektion von Kontroll-
Liposomen. Die durchschnittliche Gesamtleukozytenzahl nach Injektion von Kontroll-Liposomen
lag nur geringfügig über der von NaCl-behandelten Tieren.
Ein Einfluß der Präparationsform von MALP-2 auf den zeitlichen Verlauf der Granulozytenin-
filtration war lediglich zu den frühen Zeitpunkten, zwei und sechs Stunden nach ip-Injektion,
erkennbar: Die nach ip-Injektion von gelöstem MALP-2 im Peritonealraum nachweisbare Anzahl
an Granulozyten war zu diesen Zeiten signifikant geringer als nach ip-Injektion von hitzegetöteten
Mykoplasmen oder Liposomen-inkorporiertem MALP-2.
Bei den Granulozyten, die nach Injektion hitzegetöteter Mykoplasmen, gelöstem sowie Lipo-
somen-inkorporiertem MALP-2 und Kontroll-Liposomen in den Peritonealraum eingew ndert
waren, handelte es sich in erster Linie um Neutrophile. Aber auch Eosinophile wurden nach ip-
Injektion der verschiedenen MALP-2-Präparationen sowie nach ip-Injektion der Kontroll-
Liposomen und NaCl identifiziert. Im Vergleich zu der NaCl-Kontrolle konnte ein signifikanter
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Anstieg der absoluten Anzahl an Eosinophilen lediglich 48 Stunden nach ip-Injektion
hitzegetöteter Mykoplasmen sowie 48 und 72 Stunden nach ip-Injektion von Liposomen-
inkorporiertem MALP-2 nachgewiesen werden. Signifikante Unterschiede zwischen Kontroll-
Liposomen und MALP-2-haltigen Liposomen lagen nicht vor (nicht gezeigt).
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Abbildung 20: Infiltration von Leukozyten nach ip-Injektion von hitzegetöteten Mykoplasmen sowie
gelöstem und Liposomen-inkorporiertem MALP-2. Gruppen von jeweils drei bis sechs NMRI-Mäusen
wurden intraperitoneal je 400 µl hitzegetötete M. ferm ntans (0,2 mg Protein mit einer MSA von 100 kU)
(A), gelöstes MALP-2 (9 µg mit einer MSA von 1000 kU) (B), 0,9 %ige NaCl (C), Liposomen-
inkorporiertes MALP-2 (0,2 mg Lipid; 9 µg MALP-2 mit einer MSA von 1000 kU) (D) oder Kontroll-
Liposomen (0,2 mg Lipid) (E) injiziert. Zu den angegebenen Zeiten wurden die Mäuse getötet. Die entnom-
menen Peritonealzellen wurden nach der Bestimmung der Zellzahl auf Objektträger zentrifugiert und die
Anzahl der Granulozyten nach Wright-Färbung durch Auszählen ermittelt. Die Daten sind Mittelwerte aus
sechs Mäusen ± Standardabweichung bzw. aus drei Mäusen ± Standardabweichung für NaCl-behandelte
Tiere. * kennzeichnet einen nach Student’s T-Test signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Kontrolltieren
(P < 0,05).
3.2.3.3    Drei Tage nach ip-Injektion hitzegetöteter Mykoplasmen, gelöstem MALP-2 und
   Liposomen-inkorporiertem MALP-2 dominierten Makrophagen und/oder Mono-
   zyten im murinen Peritonealraum
Durch die ip-Injektion von MALP-2 sowohl in partikulärer als auch in gelöster Form konnte eine
Infiltration polymorphkerniger Granulozyten in den Peritonealraum induziert werden, die in einem
Zeitraum zwischen 24 und 48 Stunden ein Maximum erreichte (siehe 3.2.3.2).
Da 72 Stunden nach der Injektion die Anzahl der Granulozyten bereits reduziert, die Konzen-
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tration der Gesamtleukozyten jedoch noch immer deutlich erhöht war, wurde mittels FACS-
Analyse und spezifischer Antikörper versucht, die nach drei Tagen im Peritonealraum befind-
lichen Leukozyten zu differenzieren. Diese Methode wurde der Differenzierung Wright-gefärbter
Zytopräparate zunächst vorgezogen, da letztere zwar die Identifizierung von Granulozyten
erlaubte, eine lichtmikroskopische Differenzierung von Makrophagen und Lymphozyten, speziell
von großen Lymphozyten, aufgrund des ähnlichen Aussehens jedoch nicht sicher durchgeführt
werden konnte. 
Eine FACS-Analyse wurde mit dem Makrophagen-spezifischen Antikörper “anti-F4/80”, dem B-
Lymphozyten-spezifischen Antikörper “anti-CD19”, dem Granulozyten-spezifischen Antikörper
“anti-Gr1” und dem für T-Lymphozyten spezifischen Antikörper “anti-Thy 1.2” durchgeführt.
Neben dem Granulozyten-spezifischen Antikörper, der aufgrund der unterschiedlich starken
Expression des Antigens auf den verschiedenen polymorphkernigen Granulozyten zum alleinigen
Nachweis der Granulozyteninfiltration nicht weiter verwendet wurde (siehe 3.2.1.2), stellten sich
auch die anderen Antikörper für die Differenzierung der peritonealen Leukozyten als z. T. wenig
geeignet heraus. So wird die Expression des F4/80-Antigens auf der Oberfläche von Makrophagen
durch eine Aktivierung der Zellen herabgesetzt [39]. Bei Mäusen, deren Peritonealzellen durch
die ip-Injektion der verschiedenen MALP-2-Präparationen aktiviert worden waren, konnte folglich
nicht unterschieden werden, ob eine nach Markierung mit “anti-F4/80” verminderte Anzahl
fluoreszierender Zellen auf eine verringerte Zahl vorhandener Makrophagen oder aber auf die
herabgesetzte Antigenexpression zurückzuführen war.
Auch die Identifizierung von B-Lymphozyten mit dem spezifischen Antikörper “anti-CD19”
erwies sich als schwierig, da keine klare Trennlinie zwischen fluoreszierenden und somit Antikör-
per-markierten Zellen und nicht-fluoreszierenden Zellen erkennbar war. Das Setzen dieser
Trennlinie hatte daher einen eher willkürlichen Charakter.
T-Lymphozyten konnten im Peritonealraum sowohl behandelter als auch unbehandelter Mäuse
nur in einer Größenordnung von 2 - 5 % nachgewiesen werden. Eine signifikante Veränderung
infolge der ip-Injektion von MALP-2-Präparationen war nicht nachzuweisen.
Die FACS-Analyse wurde somit zur Identifizierung der peritonealen Leukozyten nicht weiter
verwendet. Stattdessen wurde sich mit der Fähigkeit zur Phagozytose eine gemeinsame Eigen-
schaft von Makrophagen und Granulozyten zunutze gemacht, über die Lymphozyten nicht
verfügen. Im Anschluß an eine Inkubation der Peritonealzellen mit opsonisierten Staphylokokken
konnte auf diesem Weg eine Differenzierung der peritonealen Leukozyten erfolgen: Das Vorhan-
densein phagozytierter Staphylokokken kennzeichnete Makrophagen und die nach Wright-
Färbung ohnehin leicht zu identifizierenden Granulozyten, das Nichtvorhandensein die zur
Phagozytose unfähigen Lymphozyten (Abb. 21).
Die Opsonisierung der Staphylokokken erfolgte durch deren Inkubation mit Humanserum. Im
Serum enthaltene Antikörper binden hierbei an die Bakterien und machen sie für die Phagozyten
erkennbar. Diese Erkennung erfolgt über die Fcg-Rez ptoren der Phagozyten, die an die
Fc-Region der Staphylokokken-gebundenen Antikörper (in der Regel IgG) binden.
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Abbildung 21: Lichtmikroskopische Aufnahme von murinen Peritonealzellen nach einer 10minütigen
Inkubation mit opsonisierten Staphylokokken. Anfärbung nach Wright. L = Lymphozyt, MØ = Makrophage,
N = Neutrophiler Granulozyt. Vergrößerung: 320fach.
Diese Methode ermöglichte es nun, die sich mehrere Tage nach der Injektion verschiedener
MALP-2-Präparationen im Peritonealraum befindlichen Leukozyten zu differenzieren (Tab. 4).
Sowohl die Injektion von hitzegetöteten Mykoplasmen als auch von Liposomen-inkorporiertem
und gelöstem MALP-2 führte zu einem gegenüber der NaCl- bzw. der Liposomen-Kontrolle
signifikanten Anstieg der absoluten Monozyten- und/oder Makrophagenzahl im Peritonealraum
(eine Differenzierung von Monozyten und Makrophagen wurde nicht durchgeführt). Während die
absolute Anzahl peritonealer Lymphozyten keine Veränderungen zeigte, wies die prozen-tuale
Lymphozytenkonzentration eine signifikante Abnahme auf. Eine deutliche Veränderung der
peritonealen Zellzusammensetzung nach Injektion von Kontroll-Liposomen konnte im Vergleich
mit NaCl-behandelten Tieren nicht nachgewiesen werden.
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Behandlung PEC Makrophagen/Monozyten Lymphozyten PMN
( x 106) ( x 106) (%) ( x 106) (%) ( x 106) (%)
M. fermentans
(0,2 mg Protein)
14,8 ± 5,9 7,1 ± 3,0 * 48,7 ± 8,9 3,6 ± 2,0 25,4 ± 12 * 3,9 ± 2,9 24,2 ± 14,8 *
MALP-2
 (9 µg)
   11,2 ± 3,1 * 5,0 ± 1,2 *  47,4 ± 15,2 3,5 ± 1,2 32,0 ± 11 * 2,6 ± 2,7  20,2 ± 13,2 *
MALP-2-Liposomen
 (9 µg)
     8,5 ± 1,2 * 4,9 ± 0,9 *   57,6 ± 8,1 * 2,9 ± 1,0  33,4 ± 9,0 *    0,8 ± 0,2 *  9,7 ± 2,2 *
Kontroll-Liposomen   6,4 ± 1,9   2,9 ± 1,2 44,5 ± 6,8 3,2 ± 0,9    51,8 ± 6,7      0,2 ± 0,08      2,9 ± 1,4
NaCl (0,9 %)   5,8 ± 0,5   2,8 ± 0,4 47,9 ± 1,7 2,8 ± 0,2    48,8 ± 1,0 0,05 ± 0,03      0,9 ± 0,6
Tabelle 4: Infiltration von Leukozyten 72 Stunden nach ip-Injektion von hitzegetöteten Mykoplasmen sowie gelöstem und Liposomen-inkorporiertem MALP-2. Gruppen von
drei bis sechs NMRI-Mäusen wurden intraperitoneal je 400 µl 0,9 %ige NaCl, hitzegetötete M. fermentans (0,2 mg Protein mit einer MSA von 100 kU), gelöstes MALP-2
(9 µg mit einer MSA von 1000 kU), Liposomen-inkorporiertes MALP-2 (0,2 mg Lipid; 9 µg MALP-2 mit einer MSA von 1000 kU) und Kontroll-Liposomen (0,2 mg Lipid)
injiziert. Nach 72 Stunden wurden die Mäuse getötet. Die entnommenen Peritonealzellen wurden im Anschluß an eine 10minütige Inkubation mit opsonisierten Staphylokokken
zweimal gewaschen und auf Objektträger zentrifugiert. Nach Wright-Färbung wurde die Anzahl der verschiedenen Leukozyten durch Auszählen ermittelt. Die Daten sind
Mittelwerte aus sechs Mäusen ± Standardabweichung bzw. aus drei Mäusen ± Standardabweichung für NaCl-behandelte Kontrollmäuse. * kennzeichnet einen nach Student’s
T-Test signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Kontrolltieren (P < 0,05).
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3.2.4     Die durch ip-Injektion von LPS induzierte Infiltration von Granulozyten
Das LPS gram-negativer Bakterien verfügt in vitro, ebenso wie das mykoplasmale Lipopeptid
MALP-2, über die Fähigkeit, Makrophagen zur Freisetzung von Zyto- und Chemokinen zu
stimulieren (siehe 3.2.2.1 und 3.2.2.2 ).
Auch in vivo kann durch die ip-Injektion von LPS eine zelluläre Wirtsantwort induziert werden,
die durch eine Infiltration von Leukozyten am Entzündungsort charakterisiert ist [125]. Die
Kinetik der Leukozyteninfiltration ist dabei abhängig vom verwendeten Mausstamm: LPS “low-
responder"-Mäuse (C3H/HeJ) reagieren auf die ip-Injektion von 75 µg LPS aus Salmonella
typhosa mit einer nach 12 Stunden maximalen Infiltration neutrophiler Granulozyten in den
Peritonealraum. Ein entsprechender Verlauf der Granulozyteninfiltration ist bei den LPS-
empfindlichen Mausstämmen C3Heb/Fej, CBA/J und B10D2/nSn nicht nachweisbar. Nach
Injektion von 75 µg LPS steigt hier die Zahl der Granulozyten über den gesamten Untersu-
chungszeitraum von 72 Stunden kontinuierlich an.
Um einen auf die Infiltration polymorphkerniger Granulozyten bezogenen Vergleich der in vivo
Aktivität von LPS und MALP-2 in NMRI-Mäusen zu erhalten, wurde diesen in einem Vorversuch
eine LPS-Konzentration von 1 bis 10 µg pro Maus injiziert (n = 1). 24 Stunden nach ip-Injektion
von 1 µg LPS aus Salmonella typhimurium lag die Granulozytenkonzentration bei 21,3 %, nach
Applikation von 10 µg LPS bei 78,9 %. Die Injektion von 8 µg LPS pro Maus (n = 3) führte nach
24 Stunden zu einer prozentualen bzw. absoluten Anzahl infiltrierter Granulozyten von 60,3 ± 7,1
% bzw. 3,8 x 106 ± 1,1 x 106 und lag somit in einer Größenordnung wie nach Injektion
hitzegetöteter Mykoplasmen sowie gelöstem und Liposomen-inkorporiertem MALP-2. 72
Stunden nach Injektion von 8 µg LPS pro Maus (n = 3) hatte die Konzentration der Granulozyten
mit 5 ± 2 % bereits wieder deutlich abgenommen (nicht gezeigt).
Die von Moeller et al. bei den verschiedenen LPS-sensitiven Stämmen beobachtete und über einen
Zeitraum von 72 Stunden stetige Infiltration von Granulozyten [125] konnte bei dem ebenfalls
LPS-sensitiven Stamm NMRI nach ip-Injektion von LPS aus Salmonella typhimurium nicht
reproduziert werden. Sowohl die Kinetik als auch der Umfang der Granulozyteninfiltration nach
Applikation von LPS war dem Influx von Granulozyten nach Injektion von MALP-2 ähnlich. In
beiden Fällen hatte die Granulozytenkonzentration nach 24 Stunden ein Maximum erreicht und
fiel dann wieder ab. 
3.2.5      Die durch ip-Injektion verschiedener MALP-2-Präparationen induzierte in vivo
  Freisetzung chemotaktisch und inflammatorisch wirkender Mediatoren
In den Versuchen mit kultivierten Peritonealmakrophagen erwies sich MALP-2 als ein sehr
potenter Stimulator der Chemokinsynthese (siehe 3.2.2.1). Diese Eigenschaft ließ die Hypothese
zu, daß die durch ip-Injektion von MALP-2 induzierte Infiltration von Leukozyten in den Perito-
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nealraum u. a. auf die Freisetzung der chemotaktisch wirkenden Proteine MIP-1a, MIP-2 und
MCP-1 zurückzuführen war. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde die Konzentration der
potentiell vorhandenen Chemokine sowohl in der Peritonealflüssigkeit als auch im Serum von
behandelten Mäusen gemessen. Hierbei handelte es sich um dieselben Mäuse, die bereits für den
Nachweis der Granulozyten- und Leukozyteninfiltration nach ip-Injektion verschiedener MALP-2-
Präparationen (siehe 3.2.3.2) verwendet worden waren.
3.2.5.1     Kinetik der in vivo Freisetzung von Chemokinen nach Injektion hitzegetöteter
                Mykoplasmen sowie gelöstem und Liposomen-inkorporiertem MALP-2
Das  u. a. auf Makrophagen chemotaktisch wirkende MIP-1a wurde in der Peritonealflüssigkeit
gemessen. Dort konnten, wie Vorversuche ergeben hatten (nicht gezeigt), trotz der durch
Ausspülen des Peritonealraumes mit BSS erfolgten Verdünnung der Peritonealflüssigkeit im
Vergleich zum Serum höhere Konzentrationen an sezerniertem MIP-1a nachgewiesen werden.
Eine Freisetzung von MIP-1a war bereits zum frühesten Untersuchungszeitpunkt, zwei Stunden
nach ip-Injektion hitzegetöteter Mykoplasmen, Liposomen-inkorporiertem sowie gelöstem
MALP-2, aber auch nach Injektion von Kontroll-Liposomen, meßbar (Abb. 22). Sechs Stunden
nach Injektion der drei MALP-2-Präparationen, besonders deutlich aber infolge der Injektion von
Liposomen-inkorporiertem-MALP-2, erreichte die Konzentration des von den stimulierten
Peritonealzellen freigesetzten MIP-1a ein Maximum. Auch noch 24 Stunden im Anschluß an eine
ip-Injektion konnte MIP-1a in der Peritonealflüssigkeit der mit den verschiedenen MALP-
Präparationen behandelten Tiere nachgewiesen werden. Ein Nachweis zu späteren Zeitpunkten
war jedoch nicht mehr möglich. Die Peritonealflüssigkeit unbehandelter bzw. mit NaCl be-
handelter Tiere wies MIP-1a-Konzentrationen auf, die unterhalb der Nachweisgrenze des ELISAs
lagen. Meßbare Konzentrationen an freigesetztem MIP-1a waren hingegen auch nach ip-Injektion
von Kontroll-Liposomen nachweisbar. Diese lagen jedoch zu jedem Zeitpunkt unterhalb der
Konzentrationen, die nach Injektion der MALP-2-Präparationen freigesetzt wurden. Bereits nach
sechs Stunden ging die durch Kontroll-Liposomen induzierte Freisetzung von MIP-1a wieder
deutlich zurück, nach 24 Stunden war keine mehr nachweisbar. 
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Abbildung 22: Kinetik der in vivo Freisetzung von MIP-1a. Die Freisetzung von MIP-1a wurde nach ip-
Injektion von hitzegetöteten Mykoplasmen (A) (gekreuzte Schraffierung), gelöstem MALP-2 (B) (vertikale
Linien), Liposomen-inkorporiertem MALP-2 (C) (schräg verlaufende Linien) und Kontroll-Liposomen (C)
(leere Säulen) in der Peritonealflüssigkeit von NMRI-Mäusen gemessen. Es handelte sich hierbei um
dieselben Tiere, die bereits für die Untersuchung der Leukozyteninfiltration (siehe 3.2.3.2) verwendet wurden.
Die Daten sind Mittelwerte aus sechs Mäusen ± Standardabweichung bzw. aus drei Mäusen ± Standardab-
weichung für NaCl-behandelte Tiere. * kennzeichnet einen nach Student’s T-Test signifikanten Unterschied
zu den jeweiligen Kontrolltieren (P < 0,05).
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Die in vivo Freisetzung von MIP-2, einem auf neutrophile Granulozyten chemotaktisch wirkenden
Protein, ergab eine andere Kinetik. Bestimmt wurde die Freisetzung dieses Chemokins im Serum
der mit hitzegetöteten Mykoplasmen, gelöstem und Liposomen-inkorporiertem MALP-2 sowie
Kontroll-Liposomen und NaCl behandelten Tiere (Abb. 23).
Die dort meßbaren MIP-2-Konzentrationen waren um das Vier- bis Achtfache höher als in der
Peritonealflüssigkeit (nicht gezeigt). Eine Ausnahme stellten Kontroll-Liposomen dar: Zwei
Stunden nach deren Injektion lag die MIP-2-Konzentration in der Peritonealflüssigkeit um das
Achtfache über der im Serum. Das Maximum der MIP-2-Freisetzung im Serum nach ip-Injektion
der verschiedenen MALP-Präparationen wurde bereits nach zwei Stunden erreicht. Vor allem
durch die Injektion von gelöstem MALP-2 wurden mit 22,5 ± 5,3 ng/ml sehr hohe MIP-2-
Konzentrationen sezerniert. Im Gegensatz zu der Freisetzung von MIP-1a in der Peritoneal-
flüssigkeit nahm die MIP-2-Konzentration im Serum jedoch sechs Stunden nach Injektion bereits
deutlich wieder ab. Zu diesem Zeitpunkt konnten keine oder nur noch sehr geringe Konzentra-
tionen des Chemokins nachgewiesen werden, ebenso wie nach Injektion von NaCl und Kontroll-
Liposomen. Serum und Peritonealflüssigkeit unbehandelter Tiere wiesen ebenfalls keine erhöhten
MIP-2-Konzentrationen auf.   
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Abbildung 23: Kinetik der in vivo Freisetzung von MIP-2. Die Freisetzung von MIP-2 wurde nach ip-
Injektion von hitzegetöteten Mykoplasmen (A) sowie gelöstem (B) und Liposomen-inkorporiertem MALP-2
(C) im Serum von NMRI-Mäusen gemessen. Es handelte sich hierbei um dieselben Tiere, die bereits für die
Untersuchung der Leukozyteninfiltration (siehe 3.2.3.2) verwendet wurden. Die verwendeten Symbole
entsprechen denen in Abbildung 22. Die Daten sind Mittelwerte aus sechs Mäusen ± Standardabweichung
bzw. aus drei Mäusen ± Standardabweichung für NaCl-behandelte Tiere.
* kennzeichnet einen nach Student’s T-Test signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Kontrolltieren (P <
0,05).
Die Kinetik der in vivo Freisetzung von MCP-1, einem auf Monozyten chemotaktisch wirkenden
Chemokin, ähnelte der in vivo Kinetik von MIP-2 insofern, als daß zwei Stunden nach Injektion
von hitzegetöteten Mykoplasmen sowie Liposomen-inkorporiertem und gelöstem MALP-2 das
Maximum der MCP-1-Freisetzung bereits erreicht war (Abb. 24). Auch hier erfolgte die mit 34,8
± 2,2 ng/ml stärkste MCP-1-Freisetzung nach Injektion von gelöstem MALP-2. Sechs Stunden
nach Injektion der MALP-2-Präparationen waren jedoch, anders als bei der MIP-2-Freisetzung,
noch deutlich erhöhte MCP-1-Konzentrationen nachweisbar. Nach ip-Injektion hitzegetöteter
Mykoplasmen war auch nach 24 Stunden die Konzentration des freigesetzten MCP-1 signifikant
höher als nach Injektion von NaCl. Entsprechend der Kinetik von MIP-2 war die Konzentration
an freigesetztem MCP-1 im Serum höher als in der Peri-tonealflüssigkeit.
3     Ergebnisse 87
Abbildung 24: Kinetik der in vivo Freisetzung von MCP-1. Die Freisetzung von MCP-1 wurde nach ip-
Injektion von hitzegetöteten Mykoplasmen (A) sowie gelöstem (B) und Liposomen-inkorporiertem MALP-2
(C) im Serum von NMRI-Mäusen gemessen. Es handelte sich hierbei um dieselben Tiere, die bereits für die
Untersuchung der Leukozyteninfiltration (siehe 3.2.3.2) verwendet wurden. Die verwendeten Symbole
entsprechen denen in Abbildung 22. Die Daten sind Mittelwerte aus drei Mäusen ± Standardabweichung. *
kennzeichnet einen nach Student’s T-Test signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Kontrolltieren (P <
0,05). 
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3.2.5.2     Die Kinetik der in vivo Freisetzung von IL-6 nach Injektion hitzegetöteter      
                Mykoplasmen sowie gelöstem und Liposomen-inkorporiertem MALP-2
Mit dem Ziel, die durch Injektion verschiedener MALP-2-Präparationen induzierte in vivo
Freisetzung von Chemokinen mit der in vivo Freisetzung der beiden proinflammatorischen
Zytokine IL-6 und TNF-a zu korrelieren, wurden letztere sowohl in der Peritonealflüssigkeit als
auch im Serum der behandelten Mäuse bestimmt. TNF-a konnte zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte nach Injektion, weder in der Peritonealflüssigkeit noch im Serum, in gegenüber den
Kontrollen signifikant erhöhten Konzentrationen nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze des
TNF-a-Bioassays lag bei 5 pg/ml.
Im Gegensatz zu TNF-a konnten sowohl im Serum als auch in der Peritonealflüssigkeit deutlich
erhöhte Konzentrationen von IL-6 detektiert werden. Ähnlich wie auch schon bei MIP-2 und
MCP-1 (siehe Abb. 23 und 24) wurde mit 27,3 ± 3,8 ng/ml eine besonders hohe IL-6-Freisetzung
zwei Stunden nach Injektion von gelöstem MALP-2 im Serum nachgewiesen (Abb. 25). Die durch
Injektion von hitzegetöteten Mykoplasmen bzw. Liposomen-inkorporiertem MALP-2 induzierte
IL-6-Freisetzung fiel zu diesem Zeitpunkt mit 7,4 ± 3,9 ng/ml bzw. 4,3 ± ,4 ng/ml deutlich
geringer aus. Nach Injektion von Kontroll-Liposomen und NaCl lag die IL-6-Konzentration im
Serum sowohl nach zwei als auch nach sechs Stunden unterhalb der Nachweisgrenze von
1,6 ng/ml.  
Wie im Serum war auch in der Peritonealflüssigkeit zwei Stunden nach Injektion der ver-
schiedenen MALP-2-Präparationen das Maximum der IL-6-Freisetzung bereits erreicht (nicht
gezeigt). Hier lag jedoch mit 8 ± 2,5 ng/ml die durch Injektion von gelöstem MALP-2 freigesetzte
IL-6-Konzentration erheblich unter der im Serum. Demgegenüber wiesen die zwei Stunden nach
der Injektion von hitzegetöteten Mykoplasmen und Liposomen-inkorporiertem MALP-2 freig-
setzten IL-6-Konzentrationen keine signifikanten Unterschiede zu den Serumkonzentrationen auf.
Anders als im Serum konnte mit 2,4 ± 2 ng/ml eine erhöhte Freisetzung von IL-6 auch zwei
Stunden nach Applikation von Kontroll-Liposomen in der Peritonealflüssigkeit nachgewiesen
werden. Die Injektion von NaCl führte zu keinem Zeitpunkt und in keiner der beiden Körper-
flüssigkeiten zu IL-6-Werten oberhalb der Nachweisgrenze von 1,6 ng/ml.
Sechs bzw. 24 Stunden nach Injektion der verschiedenen MALP-2-Präparationen waren sowohl
im Serum als auch in der Peritonealflüssigkeit keine gegenüber den Kontrollen signifikant
erhöhten IL-6-Konzentrationen mehr meßbar.
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Abbildung 25: Kinetik der in vivo Freisetzung von IL-6. Die Freisetzung von IL-6 wurde nach ip-Injektion
von hitzegetöteten Mykoplasmen (A) sowie gelöstem (B) und Liposomen-inkorporiertem  MALP-2 (C) im
Serum von NMRI-Mäusen gemessen. Es handelte sich hierbei um dieselben Tiere, die bereits für die Unter-
suchung der Leukozyteninfiltration (siehe 3.2.3.2) verwendet wurden. Die verwendeten Symbole entsprechen
denen in Abbildung 22. Die Daten sind Mittelwerte aus sechs Mäusen ± Standardabweichung bzw. aus drei
Mäusen ± Standardabweichung für NaCl-behandelte Tiere. * kennzeichnet einen nach Student’s T-Test
signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Kontrolltieren (P < 0,05).
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3.2.5.3 Die durch ip-Injektion von gelöstem MALP-2 induzierte Freisetzung von TNF-a
In vitro verfügt MALP-2, ebenso wie LPS, über die Fähigkeit, Makrophagen zur Freisetzung von
TNF-a zu stimulieren (siehe 3.2.2.2). Bereits nach einer Stunde kann eine deutlich erhöhte TNF-
a-Konzentration im Kulturüberstand MALP-2-stimulierter Peritonealmakrophagen nachgewiesen
werden, die nach drei bis vier Stunden ein Maximum erreicht und dann wieder abfällt [47].
In vivo kann eine erhöhte Freisetzung von TNF-a auch nach intravenöser oder intraperitonealer
Injektion von LPS induziert werden. Nach Evans und Zuckerman führt die iv-Applikation von 10
µg LPS pro Maus (BALB/c) zu einer TNF-a-Freisetzung im Serum, welche nach einer Stunde
mit ca. 9 ng/ml ein Maximum aufweist, nach drei Stunden jedoch nicht mehr meßbar ist [38].
TNF-a-Konzentrationen von ca. 16 ng/ml konnten Zuckerman und Bendele noch zwei Stunden
nach ip-Applikation hoher LPS-Dosen (ca. 0,6 mg LPS pro Maus) im Serum von BALB/c-
Mäusen nachweisen [200].
Im Rahmen der eigenen Untersuchungen wurde, im Gegensatz dazu, eine signifikant erhöhte
TNF-a-Freisetzung durch ip-Injektion von hitzegetöteten Mykoplasmen sowie gelöstem und
Liposomen-inkorporiertem MALP-2 zu keinem der untersuchten Zeitpunkte (beginnend mit zwei
Stunden nach Injektion), weder im Serum noch in der Peritonealflüssigkeit, beobachtet. Um zu
überprüfen, ob diese unterbliebene TNF-a-Freisetzung auf einen zu spät gewählten Unter-
suchungszeitpunkt oder aber auf eine prinzipiell nicht erfolgende in viv Fr isetzung von TNF-a
nach Injektion von MALP-2 zurückzuführen war, wurde die TNF-a-Konzentration bereits eine
Stunde nach ip-Injektion von gelöstem MALP-2 im Serum und in der Peritonealflüssigkeit
bestimmt. Im Serum konnte nach Injektion von 9 µg gelöstem MALP-2 in NMRI-Mäuse (n =3)
eine TNF-a-Konzentration von 1701 ± 739 pg/ml nachgewiesen werden. In der Peritonealflüssig-
keit lag diese bei 1549 ± 716 pg/ml. Die durch ip-Injektion von 15 µg LPS pro Maus (n =3) nach
einer Stunde freigesetzte TNF-a-Konzentration war mit 8125 ± 6897 pg/ml im Serum und 2364
± 1034 pg/ml in der Peritonealflüssigkeit deutlich höher. Im Serum von unbehandelten Mäusen
(n = 3) wurde eine TNF-a-Konzentration von 236 ± 95 pg/ml, in der Peritonealflüssigkeit von 62
± 25 pg/ml nachgewiesen (nicht gezeigt). Die Nachweisgrenze des TNF-a-Bioas ays lag bei 5
pg/ml.
Der Versuch bewies, daß genauso wie LPS, auch MALP-2 die Fähigkeit zur in vivo Freisetzung
von TNF-a besaß. Bereits zwei Stunden nach Injektion wurde dieses jedoch in so großem
Umfang wieder abgebaut oder neutralisiert, daß ein Nachweis signifikant erhöhter Konzen-
trationen sowohl im Serum als auch in der Peritonealflüssigkeit zu diesem Zeitpunkt nicht mehr
möglich war.
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3.2.6     MALP-2 als Mediator der LPS-Toleranz ?
Die Behandlung mit subletalen LPS-Dosen führt bei Mensch und Tier zu einer Desensibilisierung
gegenüber einer später applizierten, ursprünglich letal wirkenden LPS-Dosis. Dieses Phänomen
wird als Endotoxintoleranz bezeichnet.
LPS und auch MALP-2 sind sowohl in vitro (siehe 3.2.2.2) als auch in vivo (3.2.5.3) in der Lage,
Makrophagen zur Freisetzung endogener Pyrogene zu stimulieren.
In einem “in vivo-in vitro-Testsystem” konnte durch die primäre Injektion von 80 µg LPS aus
Salmonella abortus equi pro NMRI-Maus und einer nach drei Tagen in vitro erfolgenden
Sekundärstimulation mit LPS bzw. MALP eine verminderte TNF-a-Synthese durch Peritoneal-
makrophagen nachgewiesen werden (U. Schade und P. F. Mühlradt, unveröffentlicht). Mit dem
Ziel, durch die ip-Injektion von MALP eine Endotoxintoleranz zu induzieren, wurde dieses
Versuchssystem im Rahmen erster Vorversuche beibehalten. Anstelle von TNF-a, dem zentralen
Zytokin im Endotoxinschock, erfolgte der Nachweis einer potentiell induzierten Toleranz in diesen
Vorversuchen zunächst durch die Bestimmung von IL-6. Dies hatte lediglich einen praktischen
Grund: So war die Bestimmung von IL-6 im ELISA deutlich weniger zeitaufwendig als die
Bestimmung von TNF-a im Bioassay. Als Kontrolle diente die Primärinjektion von pyrogenfreier
Kochsalzlösung in NMRI-Mäuse. 72 Stunden nach ip-Injektion hitzegetöteter M. fermen ans,
Klon II-29/1 (mit einer Makrophagen stimulierenden Aktivität von 300 kU) betrug die IL-6-
Freisetzung der isolierten Peritonealmakrophagen nach Sekundärstimulation mit 10 ng LPS aus
Salmonella typhimurium bzw. 10 U MALP-H nur noch ca. 2 % der IL-6-Freisetzung d r Kon-
trolltiere (nicht gezeigt). In diesem System schien somit die Induktion einer Endotoxintoleranz
durch Primärinjektion hitzegetöteter Mykoplasmen möglich.
Die Fähigkeit des Lipopeptids MALP-2, eine Endotoxintoleranz zu induzieren, wurde daraufhin
in einem “in vivo-in vivo-Testsystem” untersucht. Im Gegensatz zum “in vivo-in vitro-System”
erfolgte hierbei auch die sekundäre Stimulation durch eine ip-Injektion von LPS. Dieses Testsys-
tem hatte den Vorteil einer einfacheren und schnelleren Handhabung. Darüber hinaus spiegelt ein
in vivo System die im Organismus ablaufenden Reaktionen präziser wider und ist somit, z. B. für
die klinische Anwendung, von größerer Relevanz.
Nach Dr. M. Freudenberg (Max-Planck-Institut für Immunbiologie, Freiburg; persönliche Mittei-
lung) beginnt eine Endotoxintoleranz, die durch Applikation von 0,1 bis 1 µg LPS pro Maus
induziert und durch eine reduzierte TNF-a-Freisetzung nachgewiesen werden kann, in einem in
vivo-Testsystem nach ca. drei Stunden und hält bis zu einer Woche lang an.
Unter Berücksichtigung dieses Zeitrahmens wurden die Versuche nach folgendem Schema
durchgeführt: 3, 24 und 72 Stunden nach der primären ip-Injektion von NaCl, R-MALP-2
(2,3 µg) bzw. LPS (1 µg) aus Salmonella typhimurium pro NMRI-Maus erfolgte eine zweite ip-
Injektion von jeweils 1 µg LPS. Sechzig Minuten nach der Sekundärinjektion von Endotoxin
wurden die Mäuse getötet und das Serum gewonnen. Die mit LPS vorbehandelten Mäuse dienten
in diesem Versuch als Positiv-, die mit Kochsalzlösung vorbehandelten Tiere als Negativkontrol-
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len. Letztere zeigten die Reaktion nicht-toleranter Tiere auf eine LPS-Injektion. Sowohl nach
primärer ip-Injektion von LPS als auch nach primärer ip-Injektion von gelöstem MALP-2 und der
sich anschließenden, sekundären ip-Injektion von LPS konnte eine Endotoxintoleranz, gemessen
als reduzierte TNF-a-Freisetzung, nachgewiesen werden (siehe Abb. 26 A). Aufgrund starker
Schwankungen, vor allem bei den mit NaCl vorbehandelten Tieren, war eine signifikante Reduk-
tion jedoch lediglich zu den Zeitpunkten “24 und 72 Stunden nach Primär-injektion” von MALP-2
bzw. “3 und 24 Stunden nach Primärinjektion” von LPS feststellbar. Gänzlich unbehandelte Tiere
wiesen eine TNF-a-Konzentration im Serum von 144 ± 17 pg/ml auf. Neben TNF-a konnte
nach Vorbehandlung mit LPS bzw. MALP-2 auch eine Reduktion der LPS-induzierten IL-6-
Freisetzung nachgewiesen werden (siehe Abb. 26 B). Diese beschränkte sich bei der Vorbehand-
lung mit MALP-2 auf die Zeitspanne von “24 Stunden zwischen Primär- und Sekundärinjektion”.
Zu den anderen beiden Zeitpunkten (3 und 72 Stunden zwischen Primär- und Sekundärinjektion)
war die Differenz der IL-6-Freisetzung zwischen NaCl- und MALP-2-vorbehandelten Tieren nur
geringfügig und keinesfalls signifikant. Im Gegensatz dazu führte die Vorbehandlung mit LPS
sowohl zum Zeitpunkt “24 als auch 72 Stunden zwischen Primär- und Sekundärinjektion” zu einer
signifikant reduzierten IL-6-Freisetzung. Auch zum Zeitpunkt “3 Stunden” war die IL-6-
Freisetzung deutlich reduziert, erreichte jedoch aufgrund der Schwankungen kein signifikantes
Niveau. Die Konzentration von IL-6 im Serum unbehandelter Mäuse lag unterhalb der Nachweis-
grenze von 1,6 ng IL-6/ml.
Wie diese in vivo Versuche deutlich zeigten, konnte durch die Vorbehandlung von Versuchstiere
mit MALP-2 eine Endotoxintoleranz induziert werden (Kreuztoleranz), die durch eine reduzierte
Freisetzung inflammatorischer Zytokine (TNF-a und IL-6) gekennzeichnet war. Wird die
reduzierte TNF-a-Freisetzung als Maßstab für eine Toleranz betrachtet, so hielt diese Toleranz
über einen Zeitraum von 72 Stunden zwischen Primär- und Sekundärinjektion an. Im Gegensatz
dazu war die durch MALP-2 induzierte Reduktion der IL-6-Freisetzung zu diesem Zeitpunkt
bereits wieder aufgehoben. 
Als ein Problem bei dem Versuch zur Endotoxintoleranz erwiesen sich die stark voneinander
abweichenden Reaktionen der individuellen Mäuse auf die Injektionen. So zeigten zwei der
insgesamt 18 Kontrolltiere (Primärinjektion: NaCl, Sekundärinjektion: 1 µg LPS) weder eine
erhöhte TNF-a , noch eine erhöhte IL-6-Freisetzung. Obwohl ein Fehler beim Injizieren nach
persönlichem Dafürhalten nicht wahrscheinlich war, konnte diese Möglichkeit nicht mit Sicherheit
ausgeschlossen werden. Weiterhin zeigten vier der mit NaCl vorbehandelten Kontrolltier  zwar
eine erhöhte IL-6-Freisetzung, jedoch keine erhöhten TNF-a-Ko zentrationen.
Da die MALP-2- bzw. LPS-induzierte Endotoxintoleranz trotz der individuellen Schwankungen
deutlich erkennbar war, wurde auf eine erneute Wiederholung des Versuchs zum Zweck der
statistischen “Optimierung” und somit auf den Gebrauch zusätzlicher Versuchstiere verzichtet.
Entsprechend hohe Schwankungen waren bereits bei den mit NMRI-Mäusen durchgeführten i
vivo Versuchen zur Leukozyteninfiltration sowie den Versuchen zur Chemokinfreisetzung
beobachtet worden (siehe z. B. 3.2.3.2 oder 3.2.5.1). Auch in vitro konnten bei Dosis-Wirkungs-
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Experimenten mit Peritonealmakrophagen aus verschiedenen NMRI-Mäusen unterschiedliche
Maxima der freigesetzten Chemokin- und Zytokinkonzentrationen ermittelt werden (nicht
gezeigt). Vom individuellen Spender abhängige Schwankungen wurden ebenso bei der durch
mykoplasmale Lipopeptide induzierten Zytokinfreisetzung humaner Monozyten nachgewiesen (G.
Jahns und P. F. Mühlradt,  unveröffentlicht).
Die genannten Beispiele lassen die Hypothese zu, daß die beobachteten Schwankungen auf
genetisch bedingte Unterschiede zwischen den einzelnen Individuen zurückzuführen waren.   
Abbildung 26: Inhibition der LPS-induzierten Freisetzung von TNF-a und IL 6 durch MALP-2 und LPS.
Gruppen von jeweils sechs NMRI-Mäusen wurden jeweils 400 µl 0,9 %ige NaCl-Lösung (leere Säulen),
gelöstes (R)-MALP-2 (2,3 µg) (vertikale Linien) oder LPS (1 µg) aus Salmonella typhimurium (horizontale
Linien) intraperitoneal injiziert. Zu den angegebenen Zeiten erhielten die Mäuse eine Sekundärinjektion von
jeweils 1 µg LPS. Jeweils nach Ablauf einer weiteren Stunde wurden die Mäuse getötet und das gewonnene
Serum im ELISA bzw. im Bioassay auf das Vorhandensein von TNF-a (A) bzw. IL-6 (B) untersucht. Die
Daten sind Mittelwerte aus sechs Mäusen ± Standardabweichung. * kennzeich et einen nach Student’s T-Test
signifikanten Unterschied zu den jeweiligen, NaCl-vorbehandelten Kontrolltieren (P < 0,05). 
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4     DISKUSSION
Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht MALP-2, ein membrangebundenes Makrophagen stimulie-
rendes Lipopeptid aus M. fermentans. Dieses Lipopeptid, das inzwischen auch synthetisch
hergestellt werden kann [128], verfügt über die Fähigkeit, in vitro humane Monozyten und murine
Makrophagen zur Freisetzung von IL-1, IL-6, TNF-a und Prostaglandinen [126, 127, 128] sowie
IFN-g-stimulierte murine Makrophagen zur Freisetzung von Stickstoffmonoxid [154] zu stimu-
lieren. Vom Braun’schen Lipopeptid anderer Eubakterien unterscheidet sich MALP-2 durch den
freien N-Terminus und dem daraus resultierenden Vorhandensein von lediglich zwei Fettsäuren
(siehe Abbildung 2).
Die Existenz Makrophagen stimulierender Lipopeptide mit freiem N-Terminus konnte auch bei
einer anderen Mykoplasmen-Spezies, bei M. hyorhinis, nachgewiesen werden [129] und ist somit
kein alleiniges Charakteristikum von M. fermentans. Es wird im Gegenteil sogar anenommen,
daß es sich bei dem freien N-Terminus um ein generelles Merkmal von Lipoproteinen aus Myko-
plasmen handelt, welches für das Makrophagen stimulierende Potential von entscheidender
Bedeutung ist: So führt die Acylierung des N-Terminus zu einer deutlichen Abnahme der Makro-
phagen stimulierenden Aktivität im NO-Test [129].
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob MALP-2 auch in vivo die Fähigkeit besitzt, Makrophagen
zu aktivieren und sie zur Freisetzung verschiedener Mediatoren zu stimulieren. MALP-2 stand
dabei stellvertretend für die Vielzahl mykoplasmaler Lipopeptide, die aufgrund des freien
N-Terminus über eine vergleichbare Struktur und somit über ein ähnlich hohes Makrophagen
stimulierendes Potential verfügen. Trotz der vorhandenen in vitro Aktivität konnte die Fähigkeit
von MALP-2 zur in vivo Stimulation von Makrophagen jedoch nicht zweifelsfrei vorausgesagt
werden. So wiesen Hauschildt et al., deren synthetisch hergestelltes Lipopeptid-Analogon aus
gram-negativen Bakterien, “Pam3Cys-Ala-Gly”, in vitro eine Makrophagen stimulierende Wirkung
zeigt [59], eine entsprechende in vivo Aktivität in Form von freigesetzten Zytokinen nicht nach
[60].
Das Hauptaugenmerk der eigenen in vivo Untersuchungen richtete sich auf eine mögliche Beteili-
gung von MALP-2 an der Infiltration von Leukozyten am Infektionsort. Diese Leuko-
zyteninfiltration gehört zu der nichtadaptiven, früh induzierten Immunreaktion des Wirts-
organismus und kann bei Infektionen mit pathogenen Mikroorganismen beobachtet werden. Bei
einer Infektionen mit gram-negativen Bakterien ist die Leukozytenchemotaxis in erster Linie auf
Endotoxin zurückzuführen [77], das die Zellen des Immunsystems aktiviert und sie u. a. zur
Freisetzung von Chemokinen stimuliert. Aktivierte Makrophagen stellen dabei die Hauptquelle
der Chemokine und anderer, die Leukozytenchemotaxis beeinflussender Mediatoren, dar. Die
Infiltration von Leukozyten kann aber auch bei Infektionen mit den zellwand- und somit LPS-
losen Mykoplasmen nachgewiesen werden [28, 70, 101, 147, 180]. Mit Ausnahme einer Mem-
branprotein-Präparation aus M. pulmonis, die in vitro chemotaktische Wirkung gegenüber B-
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Lymphozyten zeigt [149], war über die mykoplasmalen Komponenten, die diese Leukozy-
teninfiltration auszulösen vermögen, bisher nichts bekannt. Die funktionelle Ähnlichkeit von
MALP-2 und LPS im Hinblick auf die Aktivierung von Makrophagen machte das mykoplas-male
Lipopeptid jedoch zu einem vielversprechenden Kandidaten der Mykoplasmen-induzierten
Leukozyteninfiltration. Aus diesem Grund wurde die potentielle Fähigkeit von MALP-2 zur
Stimulation der Chemokinfreisetzung zuerst in vitro und schließlich auch in vivo untersucht. Für
die in vivo Untersuchungen wurde MALP-2, das unter natürlichen Bedingungen in der Zyto-
plasmamembran von M. fermentans eingebunden ist, zusätzlich in ein synthetisches und somit
definiertes Membransystem (Liposomen) inkorporiert.
Nachdem die prinzipielle n vivo Aktivität von MALP-2 in Form einer Freisetzung von Zyto- und
Chemokinen und einer daraus resultierenden Leukozytenchemotaxis nachgewiesen werden
konnte, wurde eine weitere mögliche in vivo Aktivität von MALP-2 überprüft: die Fähigkeit, eine
Toleranz gegenüber Endotoxin zu induzieren. Endotoxin ist wie MALP-2 ein potenter Makropha-
genstimulator (s. o.) und vermag u. a. die Freisetzung verschiedener Zytokine (z. B. TNF-a, IFN-
g, IL-1, IL-6) zu induzieren. Die Applikation subletaler Endotoxin-Dosen resultiert in vivo in
einem Toleranzstatus gegenüber letalen Endotoxin-Dosen und basiert auf einer eingeschränkten
Synthese und Freisetzung verschiedener Zytokine, darunter TNF-a und IFN-g [37, 123].
Die beiden untersuchten in vivo-Aktivitäten von MALP-2 stehen in keinem direkten Zusam-
menhang und werden daher unabhängig voneinander diskutiert.
4.1     Die Inkorporation von MALP-2 in Liposomen
Mykoplasmen verfügen über eine große Anzahl und Mannigfaltigkeit membrangebundener
Lipoproteine [22, 45, 67]. In isolierter, d. h. aus der Zytoplasmamembran herausgelösten Form
kommen diese Lipoproteine natürlicherweise nicht vor. MALP-2, ein aus M. fermentans isoliertes
Lipopeptid, wurde daher, für die in dieser Arbeit zu untersuchende in vivo Aktivität, in Liposomen
inkorporiert. Bei Liposomen handelt es sich um synthetische Membransysteme, deren Anwendung
sowohl bei der Eliminierung [186] als auch bei der Stimulation [184] von Makrophagen vielfach
dokumentiert ist.
Bei der Zusammensetzung der herzustellenden Liposomen wurden folgende Kriterien berück-
sichtigt: 1. sollten die Liposomen der natürlichen Zytoplasmamembran der Mykoplasmen weitge-
hend ähnlich sein und 2. sollten sie durch die Makrophagen des Wirtsorganismus bevorzugt
erkannt und phagozytiert werden können. Durch die Verwendung negativ geladener Phospho-
lipide, darunter PG, das mit 20 % aller polaren Lipide eine Hauptkomponente der Zytoplasma-
membran von M. fermentans ausmacht [29], wurden diese Vorgaben erfüllt. Der Einbau anionis-
cher Phospholipide resultiert sowohl in vitro als auch in vivo in einer erhöhten Phagozytose der
Liposomen durch Makrophagen [82, 97, 162]. Eine zusätzliche Inkorporation von Lactosyl-
ceramid in die Liposomenmembran hatte dagegen keinen Einfluß auf die Phagozytose durc
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Peritonealmakrophagen (siehe 3.1.2.2). Dieser Befund steht im Widerspruch zu Untersuchungen
von Haensler und Schuber, die nach Verankerung von Galaktosylresten an der Liposomenober-
fläche eine erhöhte Phagozytoserate durch murine Peritonealmakrophagen hatten nachweisen
können [56]. Die unterschiedliche Zusammensetzung der Liposomen von Haensler und Schuber
und der in dieser Arbeit hergestellten Liposomen läßt den direkten Vergleich der Ergebnisse nur
eingeschränkt zu. Eine mögliche Ursache für die Diskrepanz könnte jedoch in der vergleichsweise
geringeren Konzentration des in dieser Arbeit eingesetzten und somit inkorporierten Lactosyl-
ceramid liegen.
Wie in Abb. 27 schematisch dargestellt, wird MALP-2 mit den lipophilen Fettsäureresten in die
Lipiddoppelschicht des Liposoms integriert, während der hydrophile Proteinanteil des Moleküls
in das wäßrige Kompartiment hineinragt bzw. sich an der Liposomenoberfläche orientiert.
Abweichend von der Abbildung handelte es sich bei den innerhalb dieser Arbeit hergestellten
Liposomen um multilamellare Strukturen.
Eine erfolgreiche und stabile Inkorporation von MALP-2 in die Liposomenmembran konnte durch
die Kosedimentation von MALP-2 und Liposomen nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, daß
nahezu 100 % des bei der Herstellung eingesetzten MALP-2 in die Liposomenmembran integriert
wurden (siehe Tabelle 3). Die Fähigkeit des mykoplasmalen Lipopeptids, IFN-g-stimulierte murine
Peritonealmakrophagen zur Freisetzung von NO zu aktivieren, blieb auch nach der Inkorporation
in die Liposomenmembran erhalten (siehe z. B. Abb. 11). Kontroll-Liposomen ohne MALP-2-
Inkorporation fehlte diese Fähigkeit. Die für halbmaximale NO-Freisetzung benötigte Konzentra-
tion an Liposomen-gebundenem MALP-2 war jedoch deutlich höher als die des optimal solubi-
lisierten MALP-2. Dieser, auf die suboptimale Solubilisierung des mykoplasmalen Lipopeptids
zurückzuführende Aktivitätsverlust, wurde bereits mehrfach dokumentiert [127, 128, 129]. Er ist
auch dann zu beobachten, wenn MALP-2 in die mykoplasmale Zytoplasmamembran integriert ist.
Um ein mit Mykoplasmen vergleichbares Verhalten der Liposomen und somit deren Eignung für
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die durchzuführenden in vivo Tests zu überprüfen, wurde die Makrophagen stimulierende Ak-
tivität MALP-2-haltiger Liposomen und hitzegetöteter Mykoplasmen im NO-Test direkt vergli-
chen. Dabei konnte nachgewiesen werden, daß der Charakter der umgebenden Membran keinen
Einfluß auf die Aktivität von MALP-2 ausübte (siehe 3.1.3.1). Die im Gegensatz dazu voneinan-
der abweichende Phagozytosekinetik MALP-2-haltiger Liposomen und hitzegetöteter Mykoplas-
men (siehe 3.1.3.2) kann u. a. auf unterschiedliche Sedimentationsraten zurückgeführt werden,
die durch die Größen- und Formunterschiede der Partikel bedingt sind.
Durch die intravenöse Applikation der hergestellten Liposomen (mit und ohne inkorporiertes
MALP-2) in Kaninchen konnte nachgewiesen werden, daß die Liposomen-Präparationen frei von
einer eventuellen LPS-Kontamination waren. Diese hätte zu einer biphasischen, nach ca. 20
Minuten einsetzenden Erhöhung der Körpertemperatur [31] geführt. Eine Beteiligung von LPS
an den im Rahmen dieser Arbeit beobachteten in vivo Reaktionen konnte somit ausgeschlossen
werden.
4.2     Die MALP-2-induzierte Infiltration von Leukozyten
Wie bereits erwähnt, führt die Infektion mit pathogenen Mykoplasmen zu einer zellulären Wirt-
santwort, die durch eine Infiltration von Leukozyten am Infektionsort gekennzeichnet ist. In dieser
Arbeit wurde untersucht, ob das Lipopeptid MALP-2 aus M. fermentans, stellvert etend für eine
Vielzahl anderer mykoplasmaler Lipopeptide mit entsprechender Struktur (siehe Abb. 2) und
somit auch entsprechender Makrophagen stimulierender Aktivität, an der Auslösung i ser
Leukozyteninfiltration beteiligt ist. Zu diesem Zweck wurde NMRI-Mäusen intraperitoneal
MALP-2, sowohl in freier als auch in Liposomen-gebundener Form, appliziert. Als positive
Kontrolle fungierten Mykoplasmen, die, umunkontrollierbare Faktoren, wie z. B. die Teilungsrate
oder die Verteilung im Wirtsorganismus, ausschließen zu können, hitzegetötet wurden. NMRI-
Mäuse wurden ausgewählt, weil ihre Zellen 1. weder ungewöhnlich sensibel (“hig -r sponder”)
noch ungewöhnlich resistent (“low-responder”) auf eine Behandlung mit MALP-2 reagierten
(siehe 3.2.1.1) und weil es sich 2. bei ihnen um Auszuchtmäuse handelte. Ihre Reaktionen auf die
injizierten Stimulanzien kamen daher einer natürlichen und individuelle  Wirtsantwort am näch-
sten und waren nicht auf ein genetisch determiniertes, abnormes Verhalten von Inzuchttieren
zurückzuführen.
Das in dieser Arbeit angewendete i  vivo Versuchssystem einer intraperitonealen Injektion von
Mykoplasmen bzw. deren Bestandteile ist nur eingeschränkt auf die natürliche Situation bei einer
Infektion anzuwenden, da Mykoplasmen in erster Linie die Schleimhäute des Respirations- und
des Urogenitaltraktes besiedeln. An diesen Stellen ist die Reaktion des Wirtsorganismus, z. B. die
lokale Freisetzung von Zyto- und Chemokinen oder die Infiltration von Leukozyten, jedoch nur
schwer zu quantifizieren. Da das Anliegen dieser Arbeit vorrangig in dem Nachweis und der
Charakterisierung einer Wirtsreaktion auf das mykoplasmale Lipopeptid MALP-2 bestand, wurde
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mit dem Peritonealraum ein in vivo-Testsystem ausgewählt, in dem diese Reaktionen relativ
einfach und präzise zu beurteilen waren. Die durch ip-Injektion von Agenzien, darunter MALP-2,
chemotaktisch angelockten Leukozyten gelangen über das große Omentum in den Peritonealraum
[35]. Von anderen Arbeitsgruppen wurde die intraperitoneale Injektion bereits zum Nachweis
einer Wirtsantwort auf Mycobacterium avium [5], Lipopeptide gram-negativer Bakterien [60],
Leukotriene [54] oder Zytokine [157] genutzt.
Eine nach ip-Injektion hitzegetöteter M. fermentans erfolgende Infiltration polymorphkerniger
Granulozyten in den Peritonealraum von NMRI-Mäusen konnte bereits nach zwei Stunden, dem
frühsten Untersuchungszeitpunkt, nachgewiesen werden und erreichte nach 24 bis 48 Stunden ein
Maximum (siehe Abb. 20 A). Eine entsprechend frühe und nach 24 Stunden maximale Granulo-
zyteninfiltration war ebenso nach ip-Injektion MALP-2-haltiger Liposomen sowie, in einem
deutlich geringeren Umfang, auch nach Injektion von Kontroll-Liposomen zu beobachten (siehe
Abb. 20 D und 20 E). Die durch Injektion von gelöstem MALP-2 induzierte Infiltration von
Granulozyten begann deutlich später, erreichte das Maximum aber ebenfalls in einem Zeitraum
von 24 bis 48 Stunden nach der Injektion (siehe Abb. 20 B). Durch Applikation pyrogenfreier
Kochsalzlösung wurde zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Granulozyteninflux ausgelöst (siehe
Abb. 20 C). Somit konnte eine Infiltration von Granulozyten als Folge einer lokalen Verletzung
durch die intraperitoneale Injektion ausgeschlossen werden.
Drei Tage nach der Injektion von hitzegetöteten Mykoplasmen bzw. von MALP-2, in gelöster
sowie Liposomen-inkorporierter Form, war trotz einer deutlichen Abnahme polymorphkerniger
Granulozyten die Anzahl der Leukozyten im Peritonealraum behandelter Mäuse noch deutlich
erhöht (siehe Abb. 20). Diese erhöhte Leukozytenzahl konnte auf einen signifikanten Anstieg an
Makrophagen und/oder Monozyten im Peritonealraum der behandelten Mäuse zurückgeführt
werden. Im Gegensatz dazu blieb die totale Anzahl an Lymphozyten unverändert (siehe Tabelle
4). Eine frühe Infiltration polymorphkerniger Granulozyten und eine sich daran anschließende
Infiltration von Makrophagen und Lymphozyten wurden auch von Lindsey et al. nach Infektion
von Mäusen mit M. pulmonis beobachtet [101]. Kennedy et al. dokumentierten einen ent-
sprechend zeitlichen Verlauf der Leukozyteninfiltration nach Infektion der Milchdrüsen von
Schafen mit Ureaplasmen [86].
Da die Existenz von Lipopeptiden mit freiem N-Terminus und der daraus resultierenden hohen
Makrophagen stimulierenden Aktivität ein generelles Charakteristikum von Mykoplasmen
darzustellen scheint, ist anzunehmen, daß auch die von Lindsey et al. beobachtete Leuko-
zyteninfiltration auf entsprechende mykoplasmale Bestandteile zurückzuführen ist. Der von
Kennedy et al. bei einer Ureaplasmen-Infektion nachgewiesene Leukozyteninflux gibt darüber
hinaus Anlaß zu der Annahme, daß auch die zur Ordnung der Mycoplasmatales zugehörige
Gattung der Ureaplasma (siehe 1.1) diese Lipopeptide in der Zytoplasmamembran exprimiert. Die
Aktivierung muriner Makrophagen durch Ureaplasmen ist bereits dokumentiert [20].
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Die in dieser Arbeit nach Injektion der verschiedenen MALP-2-Präparationen bzw. Kontroll-
Liposomen zu beobachtende Infiltration polymorphkerniger Granulozyten in den Peritonealraum
behandelter NMRI-Mäuse konnte in eine frühe und eine späte Phase unterteilt werden. Die frühe
Phase, welche in einem Zeitraum von zwei bis sechs Stunden nach der Injektion begann, wurde
nach Injektion der partikulären Präparationen beobachtet. Sie war von MALP-2 unabhängig und
konnte daher auch nach Injektion von Kontroll-Liposomen nachgewiesen werden (siehe Abb. 20
E). Die späte Phase der Granulozyteninfiltration war durch ein Maximum infiltrierter Granulo-
zyten nach ein bis zwei Tagen gekennzeichnet und wurde, im Gegensatz zur frühen Phase, auch
durch die Injektion von gelöstem MALP-2 induziert (siehe Abb. 20 C). Mit ihr verlief parallel
bzw. sich daran anschließend die Infiltration von Makrophagen und/oder Monozyten.
Der Granulozyteninfiltration beider Phasen lagen jeweils unterschiedliche Mechanismen zugrunde.
Ein für die frühe Phase in Frage kommender Mechanismus war die durch partikuläre Präpara-
tionen induzierbare Aktivierung des Komplementsystems über den alternativen Weg, in dessen
Verlauf es zur Synthese der chemotaktisch wirkenden Komplementfaktoren C3a und C5a kommt.
Eine Aktivierung des murinen Komplementsystems durch Liposomen, insbesondere durch solche
mit negativer Oberflächenladung, wie sie auch in dieser Arbeit zum Einsatz kamen, wurde bereits
dokumentiert [30]. Den Beweis dafür, daß die Aktivierung des Komplementsystems eine schnelle
und nur auf wenige Stunden beschränkte Infiltration von Granulozyten zur Folge hat, erbrachten
Collins et al.: Sie wiesen zwei Stunden nach ip-Applikation von Zymosan eine chemotaktische
Aktivität in der Peritonealflüssigkeit behandelter Kaninchen nach, die sie mittels spezifischer
Antikörper als Komplementkomponente C5a identifizierten. Sechs Stunden nach der Zymosan-
Injektion war die chemotaktische Aktivität der Peritonealflüss gkeit von C5a bereits unabhängig
[26].
Über eine mögliche Aktivierung des Komplementsystems durch Mykoplasmen ist nur wenig
bekannt. Zudem ist eine Vielzahl älterer Arbeiten bezüglich Mykoplasmen und Komplement-
aktivierung nur schwer zu interpretieren, da die Kulturmedien der Mykoplasmen oftmals Hefe-
komponenten und somit Komplement aktivierende Kontaminationen enthielten. Die in dieser
Arbeit verwendeten Mykoplasmen wurden in einem definierten und von Zymosan-ähnlichen
Kontaminationen freiem Kulturmedium angezüchtet, so daß eine dadurch bedingte Komplemen-
taktivierung ausgeschlossen werden konnte. Vorversuche erbrachten jedoch einen Hinweis darauf,
daß der für die in vivo Versuche primär verwendete M. fermentans, Klon II-29/1, in der Lage ist,
humanes C5 zu aktivieren und es in chemotaktisch aktives C5a sowie in C5b zu spalten (nicht
gezeigt). Anders als hitzegetötete Mykoplasmen besaß gelöstes MALP-2 die Fähigkeit zur C5-
Spaltung nicht (U. Deiters, G. Sonntag, O. Götze, P. F. Mühlradt, unveröffen licht). Dieses
Ergebnis bestätigte die Annahme, daß die MALP-2-induzierte späte Phase der Granulozyteninfil-
tration von der Aktivierung des Komplementsystems unabhängig war. Hitzegetötete Mykoplas-
men sowie Liposomen (s. o.) waren demgegenüber als partikuläre Substanzen in der Lage, eine
Komplementaktivierung zu induzieren und ermöglichten auf diesem Weg die frühe und MALP-2-
unabhängige Infiltration von Granulozyten.
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1998 wiesen Matsumoto et al. [115] die Aktivierung der Komplementkomponente C3 durch ein
Lipoprotein aus M. fermentans ach, dessen N-Terminus mit MALP-2 identisch ist und das
inzwischen als MALP-404 identifiziert wurde [15]. Dem in dieser Arbeit eingesetzten und zur C5-
Spaltung fähigen M. fermentans-Klon II-29/1 fehlt dieses Lipoprotein jedoch [15], so daß neben
MALP-404 noch andere mykoplasmale Komponenten an der Aktivierung des Komplementsys-
tems beteiligt sein müssen. 
Neben den chemotaktisch wirkenden Komplementkomponenten war ebenso eine Beteiligung von
Formylmethionylpeptiden, wie z. B. FMLP, an der Mykoplasmen-induzierten Granulo-
zyteninfiltration möglich. Diese, im Verlauf der eubakteriellen Proteinsynthese durch Abspaltung
des N-terminalen Formylmethionins entstehenden Peptide, verfügen über eine chemotaktische
Aktivität gegenüber Granulozyten [159]. So konnten Colditz et al. durch die intrakutane Injektion
von FMLP (10 nM) eine Akkumulation von Granulozyten in der Haut von Kaninchen induzieren.
Diese erreichte nach einer Stunde ein Maximum, tendierte jedoch nach vier Stunden bereits wieder
gegen Null [23]. Ribeiro et al. dokumentierten demgegenüber auch noch vier Stunden nach der
ip-Applikation hoher FMLP-Dosen (10 nMol bzw. 4,4 µg pro Tier) einen signifikanten Granulo-
zyteninflux in den Peritonealraum von Ratten [145]. Durch die Injektion von bis zu 10 µM FMLP
in einen unter die Haut von Mäusen implantierten Schwamm ist nach sechs Stunden keine Infiltra-
tion von Granulozyten nachzuweisen [114].
Auch Mykoplasmen sind, ebenso wie andere Eubakterien, in der Lage, N-Formylmethionin zu
synthetisieren, jedoch aufgrund ihres kleinen Genoms dabei auf das Vorhandensein von Fol-säure
im Kulturmedium angewiesen [110]. Da dies unter den gegebenen Kulturbedingungen der Fall
war, konnte ein Mitwirken N-Formylmethionin-modifizierter Peptide an der Mykoplasmen-
induzierten Granulozyteninfiltration nicht ausgeschlossen werden.
 
Im Gegensatz zur frühen Phase war für die späte Phase der Granulozyteninfiltration die Makro-
phagen stimulierende Aktivität des mykoplasmalen Lipopeptids MALP-2 von entscheidender
Bedeutung. So kam es 24 Stunden nach der Injektion von gelöstem MALP-2 zu einem steilen und
im Zeitraum von zwei bis drei Tagen maximalen Anstieg der Granulozyten im Peritonealraum. Ein
weiterer Hinweis für den Einfluß von MALP-2 auf die spät induzierte Granulo-zyteninfiltration
ergab sich durch den Vergleich zweier M. f rmentans-Klone, die in vitro über eine unterschiedlich
hohe Makrophagen stimulierende Aktivität verfügten: Die Fähigkeit dieser beiden Klone, in vivo
eine Infiltration von Granulozyten zu induzieren, stand im direkten Zusammenhang zu ihrem
Makrophagen stimulierenden Potential. So führte die Injektion des i  vitr höh r aktiven Klons
nach 24 Stunden zu einer deutlich stärkeren Granulozyteninfiltration als die Injektion des in vitro
weniger aktiven Klons (siehe Abb. 19). Vier Stunden nach Applikation konnte dieser signifikante
Unterschied noch nicht beobachtet werden, was darauf hinweist, daß MALP-2-unabhängige
Mechanismen, wie z. B. die Aktivierung des Komplementsyst s, an der frühen Phase der
Infiltration von Granulozyten nach ip-Injektion hitzegetöteter Mykoplasmen beteiligt sein müssen.
In Gegensatz dazu war, wie durch die ip-Injektion des gelösten MALP-2 und dem Vergleich der
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beiden Klone deutlich wurde, die späte Phase der Granulozyteninfiltration direkt von der Makro-
phagen stimulierenden Aktivität des MALP-2 abhängig.
Mit Hilfe C5-defizienter Mäuse konnten auch Cardozo et al. eine von der Aktivierung des
Komplementsystems unabhängige Infiltration von Granulozyten nach ip-Applikation von Endo-
toxin nachweisen. Dieselben Autoren dokumentierten darüber hinaus eine fehlende Beteiligung
der Komplementkomponente C3 an der LPS-induzierten Granulozyteninfiltration in Ratten [17].
Genauso wie die MALP-2-induzierte Leukozyteninfiltration von der Makrophagen stimulierenden
Aktivität dieses Lipopeptids abhängig war, kann vermutlich auch die von Cardozo et al. beschrie-
bene und von der Aktivierung des Komplementsystems unabhängige, LPS-induzierte Leuko-
zyteninfiltration auf das Makrophagen stimulierende Potential des Endotoxins zurückgeführt
werden.
4.3     Die MALP-2-induzierte Freisetzung von Chemokinen
MALP-2, ein Lipopeptid aus der Zytoplasmamembran von M. ferme tans, i t in vitro ein potenter
Stimulator der Zytokinfreisetzung durch Makrophagen [126, 127, 154]. In dieser Eigenschaft
ähnelt es LPS, einem Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien. LPS ist darüber hinaus in der
Lage, Makrophagen zur Freisetzung von Chemokinen zu stimulieren [108, 194, 195]. Die
funktionelle Ähnlichkeit von LPS und MALP-2 sowie die im Verlauf einer Infektion mit den
zellwand- und somit LPS-losen Mykoplasmen in dieser Arbeit nachgewiesene (siehe 3.2.3.2 ) und
mehrfach dokumentierte [28, 70, 101, 147, 180] Infiltration von Leukozyten am Infektionsherd,
wurden daher als Hinweise auf eine MALP-2 induzierte Freisetzung von Chemokinen und eine
daraus resultierende Beteiligung dieses Lipopeptid an einer Leukozytenchemotaxis gewertet. Aus
diesem Grund wurde in einem in vitro Experiment überprüft, ob MALP-2 die Fähigkeit besitzt,
eine Freisetzung von Chemokinen, speziell von MIP-1a, MIP-2 und MCP-1, zu stimulieren. MIP-
1a, MIP-2 und MCP-1 sind drei einer Vielzahl von Chemo-kinen, die durch aktivierte Makropha-
gen synthetisiert und freigesetzt werden können. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sich jedoch, aus
in erster Linie praktischen Gründen, auf den Nachweis dieser drei Chemokine beschränkt. So
waren zum einen die Nachweistests für Chemokine sehr teuer und konnten somit nicht unbegrenzt
ausgeweitet werden, zum anderen war mit dem verfügbaren Probenmaterial der in vivo Versuche
(Serum) nur eine begrenzte Anzahl an Tests durchführbar. Mit MIP-1, MIP-2 und MCP-1
wurden Chemokine ausgewählt, deren Wirkungsspektrum mit der beobachteten Infiltration von
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen/Monozyten übereinstimmte. So zählen MIP-1a und
MCP-1 zur Gruppe der “C-C-Chemokine”, die in erster Linie chemotaktisch auf Makrophagen
und Monozyten wirken, während MIP-2, ein “C-X-C-Chemokin”, chemotaktische Aktivität
gegenüber Neutrophilen zeigt [zusammengefaßt in 177].
In einem Dosis-Wirkungs-Experiment konnte nachgewiesen werden, daß MALP-2 über die
Fähigkeit verfügte, die Freisetzung dieser drei Chemokine durch murine Peritonealmakrophagen
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zu induzieren. Bezogen auf das Gewicht (pg/ml) war MALP-2 sogar um eine Zehnerpotenz
aktiver als das aus einer S-Form von Salm ella typhimurium isolierte LPS (siehe Abb. 16). Diese
Beziehung galt gleichermaßen auch für die Freisetzung der inflammatorischen Zytokine IL-6 und
TNF-a (siehe Abb. 17).
Im Hinblick auf die in vitro Kinetik gab es deutliche Unterschiede zwischen den drei Chemokinen
(siehe Abb. 18): MIP-1a wurde bereits nach sechs Stunden in maximalen Konzentrationen
freigesetzt und fiel dann deutlich ab. MCP-1 erreichte im Gegensatz dazu erst nach 24 Stunden
ein Maximum. Dieses blieb für weitere 24 Stunden stabil. MIP-2 stieg über den gesamten Unter-
suchungszeitraum von 48 Stunden kontinuierlich an.
Eine nach acht Stunden maximale und dann abnehmende Freisetzung von MIP-1a wurde auch
von Sprenger et al. nach Stimulation humaner Monozyten mit B rellia burgdorferi nachgewiesen
[171]. Diese Reduktion ist vermutlich auf den enzymatischen Abbau von MIP-1a zurückzuführen.
Eine mit drei bis vier Stunden ähnlich kurze Halbwertszeit in der Zellkultur ist bereits für TNF-a
beschrieben [47]. Anders als bei MIP-1a nahm die Konzentration an freigesetztem MIP-2 und
MCP-1 innerhalb von 48 Stunden nicht ab. Dies ließ vermuten, daß ein Abbau dieser beiden
Chemokine nicht stattfand oder aber die Neusynthese den Abbau kompensierte. Auch Hayashi et
al. wiesen eine über 48 Stunden ansteigende MCP-1-Freisetzung durch LPS-aktivierte Astrozyten
nach [61].
Die in vitro nachgewiesene Fähigkeit von MALP-2, Makrophagen zur Freisetzung von Chemo-
kinen zu stimulieren, ließ die Annahme zu, daß die beobachtete Infiltration von Leukozyten nach
ip-Injektion MALP-2-haltiger Präparationen auf die Synthese und Freisetzung dieser Chemokine
in vivo zurückzuführen war. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden Serum bzw. Peritoneal-
flüssigkeit der behandelten Mäuse auf das Vorhandensein von MIP-1a, MIP-2 und MCP-1 hin
untersucht (siehe 3.2.5.1). Vorab wurde ermittelt, in welcher der beiden Körperflüss gkeiten
höhere Konzentrationen des jeweiligen Chemokins freigesetzt wurden. Aufgrund dieser Vorver-
suche (nicht gezeigt) erfolgte der Nachweis von MCP-1 und MIP-2 im Serum, der von MIP-1a
in der Peritonealflüssigkeit. Die in der Peritonealflüssigkeit höhere Konzentration an freigesetztem
MIP-1a ist u. U. darauf zurückzuführen, daß auch andere Zellen, darunter die im Peritonealraum
in hoher Zahl vorkommenden B-Lymphozyten, in der Lage sind, dieses Chemokin infolge einer
Stimulation zu synthetisieren [16]. Ob MALP-2 die Fähigkeit besitzt, B-Lymphozyten zur
Chemokinsynthese zu aktivieren, ist im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht untersucht worden.
Die Kinetik der Chemokinfreisetzung in vivo stimmte mit der Kinetik der Leukozyteninfiltratio ,
dem frühen Influx von Granulozyten und der späteren Akkumulation von Makropha-
gen/Monozyten, weitgehend überein. So wurde das auf polymorphkernige Granulozyten chemo-
taktisch wirkende MIP-2 schon zwei Stunden nach der Applikation der verschiedenen MALP-2-
Präparationen in maximalen Konzentrationen freigesetzt. Bereits nach sechs Stunden waren die
Konzentrationen deutlich reduziert, nach 24 Stunden war nahezu kein MIP-2 mehr nachweisbar
(siehe Abb. 23). Im Gegensatz zu MIP-2 konnten die u. a. auf die spät infiltrier nden Makropha-
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gen/Monozyten chemotaktisch wirkenden Chemokine MIP-1a und MCP-1 auch nach 24 Stunden
noch nachgewiesen werden (siehe Abb. 22 und 24). Während jedoch das Maximum der MCP-1-
Freisetzung, ähnlich wie bei MIP-2, bereits nach zwei Stunden erreicht war, wurden maximale
MIP-1a-Konzentrationen erst nach sechs Stunden bestimmt. Der drei Tage nach der Applikation
MALP-2-haltiger Präparationen zu beobachtende Anstieg an Makrophagen/Monozyten (siehe
Tab. 4) konnte sowohl dem chemotaktischen Potential von MIP-1 und CP-1 als auch der
Fähigkeit von MIP-1a, die Proliferation ausgereifter Makroph gen zu stimulieren, zugeschrieben
werden [41].  
Übereinstimmungen zwischen der in vitro und in vivo Kinetik der Chemokine wurden nur im Fall
von MIP-1a, nicht aber für MIP-2 bzw. MCP-1 festgestellt. Die fehlenden Übereinstimmung n
waren aufgrund der unterschiedlichen Testbedingungen nicht verwunderlich. So sind die Mediato-
ren in vivo einer weitaus größeren Anzahl von Einflüssen unterworfen als in vitro. Zu diesen
Einflüssen zählen u. a. die Verteilung des Chemokins im Organismus, die Adsorption an körperei-
gene Moleküle sowie der enzymatische Abbau.
Die Kinetik der Freisetzung von MIP-1a, MIP-2 und MCP-1 war von der applizierten MALP-2-
Präparation unabhängig. Im Gegensatz dazu hatte die Präparationsform jedoch einen deutlichen
Einfluß auf das Ausmaß der Chemokinfreisetzung. So wurden zwei Stunden nach der Applikation
von freiem MALP-2 signifikant höhere Konzentrationen an MIP-2 und MCP-1 im Serum behan-
delter Mäuse nachgewiesen als nach Injektion partikulärer Präparationen (siehe Abb. 23 und 24).
Diese unterschiedlich hohe Chemokinfreisetzung ist vermutlich auf die systemische Wirkung des
gelösten MALP-2 zurückzuführen, das schneller als partikuläres MALP-2 in die Zirkulation
gelangen kann. Ob es dort auch andere Zellen als Makrophagen/Monozyten zu aktivieren vermag,
ist nicht bekannt. Zumindest MCP-1 kann durch stimulierte Endothelzellen freigesetzt werden
[140]. Für MIP-2 sind neben Makrophagen auch Epithelzellen als sezernierende Zellen beschrie-
ben [36]. Warum eine im Vergleich zu M. fermentans und gelöstem MALP-2 deutlich höhere
Freisetzung von MIP-1a durch MALP-2-haltige Liposomen induziert wurde, konnte nicht erklärt
werden. Dem Einfluß der partikulären Struktur widersprach hierbei die Tatsache, daß gelöstes
MALP-2 und hitzegetötete Mykoplasmen eine Freisetzung von MIP-1a in derselben Größenord-
nung auslösten (siehe Abb. 22).
Trotz einer prinzipiellen Übereinstimmung in den Kinetiken lag zwischen der Chemokinfreisetzung
und der daraus resultierenden Infiltration von Leukozyten eine Zeitspanne von 20 Stunden. Diese
Zeitdifferenz könnte u. a. darauf zurückzuführen sein, daß die injizierten MALP-2-
Konzentrationen zu hoch dosiert waren und zu einer systemischen Freisetzung der Chemokine
(MIP-2 und MCP-1) führten. Wie bereits in der Einleitung erwähnt, verläuft die Infiltration von
Leukozyten entlang eines Konzentrationsgradienten aus Chemokinen, die von den aktivierten
Zellen am Infektionsherd freigesetzt werden, von diesen wegdiffundieren und an Heparin-haltige
Proteoglykane im Gewebe sowie an Heparin-haltige, extrazelluläre Matrixproteine binden.
Zirkulierende, d. h. über den gesamten Organismus verteilte Chemokine verhindern, wie von
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Hechtmann et al. nachgewiesen wurde [63], die Ausbildung eines solchen Gradienten und somit
auch die zielgerichtete Wanderung der Leukozyten durch das Gewebe. So konnten Hechtmann
et al. durch die primäre iv-Applikation hoher IL-8-Konzentrationen eine durch die intradermale
Injektion inflammatorischer Mediatoren (z. B. LTB4, C5a) induzierte Infiltration von Granulo-
zyten am Infektionsherd inhibieren und eine Leukozytose fördern [63]. Ob auch in dieser Arbeit
eine Inhibition der Chemotaxis durch die systemische Freisetzung von Chemokinen erfolgte,
wurde nicht untersucht.
Ein weiterer Aspekt, der in diesem Zusammenhang beachtet werden sollte, ist, daß durch die
Nachweistests nur die Moleküle erfaßt werden, die an der eigentlichen Reaktion, der Ausbildung
eines Konzentrationsgradienten, nicht beteiligt, sondern im Überschuß vorhanden sind. Der
fehlende Nachweis der Chemokine zu späteren Zeiten nach der Applikation von MALP-2-
Präparationen stellt somit keinen direkten Beweis dafür dar, daß diese nicht mehr synthetisiert
werden. So konnten Huang et al. mittels Nor h rn-Technik auch 16 Stunden nach intratrachealer
Applikation von LPS eine deutlich erhöhte Expression der MIP-2 mRNA in den Zellen der
“Bronchoalveloar-Spülflüssigkeit” nachweisen [73]. Eine bis zu 24 Stunden nach ip-Applikation
von LPS gesteigerte Expression von MIP-1a mRNA im Lungenhomogenisat dokumentierten
Standiford et al. [173].
MIP-1a, MIP-2 und MCP-1 sind nicht die einzigen Chemokine, die durch aktivierte Makrophag n
freigesetzt werden und somit an der beobachteten Infiltration von Leukozyten nach Applikation
MALP-2-haltiger Präparationen beteiligt sein können. So sind neben MIP-2 auch KC, ein murines
“C-X-C-Chemokin”, und das u. a. auf Makrophagen/Monozyten chemotaktisch wirkende MIP-1a
in der Lage, die Infiltration neutrophiler Granulozyten zu induzieren [3, 76]. Eine Freisetzung von
KC im Serum und der Peritonealflüssigkeit MALP-2 behandelter Mäuse wurde bereits nachgewie-
sen (U. Deiters, J. Barsig, P. F. Mühlradt, unveröffentlicht). Die Mannigfaltigkeit der an der
Granulozyteninfiltration beteiligten Chemokine trug u. U. dazu bei, daß ein Versuch, diese
Infiltration durch einen spezifischen Antikörper zu inhibieren, fehlschlug. So konnte durch ip-
Injektion von anti-MIP-2 die MALP-2 induzierte Granulozyteninfiltratio  icht reduziert werden
(nicht gezeigt). Auf Versuche, die Infiltration von Granulozyten durch einen geeigneten Antikör-
per-Cocktail zu inhibieren, mußte aus Kostengründen verzichtet werden. Entsprechend des
Granulozyteninflux wird vermutlich auch die MALP-2 induzierte Infiltration von Makropha-
gen/Monozyten nicht nur von MIP-1a und MCP-1 ausgelöst, sondern ist die Folge einer
Freisetzung mehrerer, auf Makrophagen/Monozyten chemotaktisch wirkender Chemokine. Auch
Saukkonen et al. konnten durch die Applikation von MIP-1 bzw. MIP-2 eine Infiltration von
Leukozyten induzieren, das Ausmaß einer Str ptococcus pneumoniae-induzierten zerebrospinalen
Leukozytose jedoch durch  die Injektion von MIP-1- bzw. MIP-2-Antikörpern nicht beeinflussen
[156]. Diese Versuche verdeutlichen, daß es sich bei der induzierten Leukozytenchemotaxis um
einen komplexen Prozeß handelt, der von mehreren Faktoren, darun er verschiedenen Chemoki-
nen, beeinflußt wird. In diesem Zusammenhang ist gleichermaßen auch die durch MALP-2
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induzierte Freisetzung der Chemokine MIP-1a, 2 und MCP-1 zu sehen.
Leukotriene (z. B. LTB4) sowie PAF sind weitere, an der beobachteten Leukozyteninfiltration
potentiell beteiligte Faktoren, die von aktivierten Makrophagen freigesetzt werden können und
die über ein chemotaktisches Potential verfügen. So wiesen Ribeiro et al. vier Stunden nach ip-
Injektion von LTB4 (3,4 µg) einen signifikanten Anstieg an Neutrophilen im Peritonealraum von
Ratten nach [145]. Einen solchen beobachteten auch Griswold et al. zwei Stunden nach der ip-
Injektion von 250 ng LTB4 in Mäuse [54]. Im Gegensatz dazu konnten Sayers et al. eine Infiltra-
tion polymorphkerniger Granulozyten zwei Stunden nach der Applikation von bis zu 50 ng LTB4
in den Peritonealraum von Mäusen nicht feststellen [157]. Die chemotaktische Aktivität von PAF
wurde von Colditz et al. nachgewiesen: Durch intrakutane Injektion von 10 µM PAF in Kaninchen
ist ein Maximum der Granulozytenakkumulation in der Haut nach zwei Stunden erreicht. Bereits
eine Stunde später liegt die Konzentration der Granulozyten auf Kontrollniveau [23]. Eine MALP-
2 induzierte Freisetzung von LTB4 und PAF durch aktivierte Makrophagen wurde in dieser Arbeit
nicht untersucht und kann daher nicht ausgeschlossen werden. Jedoch ist eine in vitro Fre etzung
von Prostaglandin (6-keto-PGF1a) nach MDHM-Stimulation bereits beschrieben [126]. Prosta-
glandine sind, ebenso wie Leukotriene, Metabolite des Arachidonsäure-Stoffwechsels.
Auch Zytokine, wie z. B. TNF-a und IL-1, können bei der MALP-2-induzierten Leukozytenin-
filtration eine Rolle spielen. Zwar verfügt weder TNF-a noch IL-1 über eigene chemotaktische
Fähigkeiten [157], jedoch sind beide Zytokine in der Lage, durch die Stimulation der Chemo-
kinsynthese die Infiltration polymorphkerniger Granulozyten zu induzieren [114, 157]. Eine
biologische Aktivität von TNF-a war zum frühesten Zeitpunkt der Untersuchungen, zwei Stunden
nach Applikation, nicht mehr detektierbar. Dies könnte jedoch auf die kurze Halbwertszeit von
TNF-a in vivo [201] zurückzuführen sein. So konnten in einem nachträglich durchgeführten Test
deutlich erhöhte Serumkonzentrationen von TNF-a eine Stunde nach Applikation von gelöstem
MALP-2 nachgewiesen werden (siehe 3.2.5.3). Eine MALP-2-induzierte Freisetzung von IL-1
wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Aus früheren Arbeiten mit “MDHM”, einem Lipopep-
tidgemisch aus M. fermentans, i t jedoch bekannt, daß dieses in erster Linie die Synthese von
zellgebundenem IL-1 induziert [126].
4.4   Endotoxintoleranz
Das Phänomen der Endotoxintoleranz, das seit mehr als hundert Jahren bekannt ist [19],
beschreibt ein durch Applikation subletaler LPS-Dosen refraktäres Stadium gegenüber Endotoxin.
Diese Toleranz kann in eine frühe und eine späte Phase unterteilt werden. Die frühe Phase ist
durch die reduzierte Synthese und Freisetzung von Entzündungsmediatoren (z. B. TNF-a)
gekennzeichnet, die späte Phase durch die Synthese O-spezifischer Antikörper [zusammengefaßt
in 80]. Von großer klinischer Relevanz ist die Endotoxintoleranz u. a. im Hinblick auf eine
Prophylaxe gegenüber einer Sepsis und ihren Folgeerscheinungen, wie z. B. der Schocklunge oder
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dem Multiorganversagen.
Trotz der klinischen Relevanz und intensiver Forschung ist das Phänomen der Endotoxintoleranz
bis heute noch nicht vollständig erforscht. Dies ist u. a. auf die Vielzahl beteiligter Mediator n
zurückzuführen, die sich untereinander in ihrer Synthese hemmen oder stimulieren können,
darunter TNF-a [116], IL-1 [100], IL-6 [185] oder NO [42]. Eine Beteiligung des regulatorisch
wirkenden Zytokins IL-10 an der Entwicklung einer Endotoxintoleranz wird hingegen aus-
geschlossen [9]. Neben den verschiedenen Mediatoren werden auch andere Mechanismen, wie
z. B. der Verlust von LPS-Rezeptoren [37] oder Veränderungen in der Zellpopulation [109]
diskutiert.
Eine Endotoxintoleranz kann nicht nur durch LPS selbst, sondern ebenso durch eine Vor-
behandlung mit TNF-a und/oder IL-1 erzeugt werden (“Kreuztoleranz”) [27, 183]. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob auch durch Applikation des mykoplasmalen
Lipopeptids MALP-2 eine Endotoxintoleranz induziert werden kann. Da es sich sowohl bei LPS
als auch bei MALP-2 um potente Makrophagenaktivatoren handelt, war eine solche Kreuztole-
ranz theoretisch denkbar, jedoch nicht mit Sicherheit vorherzusagen. So konnten Roth et al. in
Meerschweinchen eine durch die reduzierte Freisetzung von IL-6 bzw. TNF-a gekennzeichnete
Kreuztoleranz zwischen LPS und MDP (Muramyldipeptid) nicht nachweisen [151]. MDP ist ein
Bestandteil der Zellwand gram-positiver Bakterien, das sowohl in vitr [175] als auch in vivo
[150] in der Lage ist, die Freisetzung von Zytokinen zu induzieren. Im Gegensatz dazu ist eine
bestehende Kreuztoleranz zwischen Endotoxin und einer pharmazeutischen Präparation aus
Streptococcus pyogenes, “OK-432”, dokumentiert [135]. OK-432 verfügt ebenso wie MDP oder
MALP-2 über die Fähigkeit, die Freisetzung von Zytokinen zu stimulieren [155].
Zum Nachweis einer MALP-2-induzierten Endotoxintoleranz erhielten NMRI-Mäuse eine primäre
intraperitoneale Injektion von MALP-2, der in unterschiedlichen Zeitabständen eine sekundäre
ip-Injektion von LPS folgte. Als Hinweis auf eine ausgebildete Endotoxintoleranz wurde eine im
Anschluß an die sekundäre LPS-Applikation reduzierte systemische Freisetzung von TNF-a
gewertet. Diese reduzierte TNF-a-Freisetzung stellt einen etablierten Parameter im Toleranzmod-
ell dar, der bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen in einer Vielzahl von Tiermodellen doku-
mentiert ist [37, 44, 90, 190]. Ein weiterer Parameter ist z. B. eine herabges tzte L talitätsrate
bei Versuchstieren, u. a. bei LPS-hochempfindlichen, D-Galaktosamin-behandelten Mäusen [46].
Da TNF-a jedoch im Endotoxinschock von zentraler Bedeutung ist und auch andere Parameter,
wie die Letalitätsrate, im direkten Zusammenhang mit der freigesetzten TNF-a Konzentration zu
sehen sind (siehe auch unter 1.6), wurde dieses Zytokin für den Nachweis einer MALP-2-
induzierten Endotoxintoleranz ausgewählt. Die Bestimmung von TNF-a erf lgte jeweils eine
Stunde im Anschluß an die sekundäre LPS-Injektion, da zu späteren Zeit unkten ein Nachweis
dieses Zytokins i  vivo nicht mehr möglich ist [38, 201; siehe auch eigene Ergebnisse 3.2.5.3].
Versuchstiere, denen primär LPS appliziert wurde, dienten als Positivkontrollen. Sie zeigten an,
ob das Testsystem funktionierte, d. h., die Zeitspannen zwischen Primär- und Sekundärinjektion
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richtig gewählt und die applizierten LPS-Dosen für die Ausbildung einer Endotoxintoleranz
ausreichend waren. Mäuse, die mit Kochsalzlösung vorbehandelt wurden, spiegelten demge-
genüber die Reaktion nicht-toleranter Tiere auf eine LPS-Injektion wider. Die Applikation von
LPS führte bei NaCl-vorbehandelten NMRI-Mäusen zu einem starken Anstieg der TNF-a-
Konzentration im Serum (siehe Abb. 26 A). Eine Vorbehandlung der Versuchstiere mit LPS
resultierte hingegen in einem Stadium der Toleranz gegenüber Endotoxin und äußerte sich in einer
signifikant verminderten Freisetzung von TNF-a. Diese LPS-induzierte Endotoxintoleranz wurde
als Hinweis darauf gesehen, daß das Versuchssystem richtig gewählt war. Das
Stadium der LPS-induzierten Endotoxintoleranz begann bereits drei Stunden im Anschluß an die
primäre LPS-Injektion, war jedoch auch nach 24 bzw. 72 Stunden noch nachzuweisen. Ebenso
wie durch LPS konnte auch durch die Vorbehandlung der Mäuse mit MALP-2 eine reduzierte
TNF-a-Freisetzung induziert werden (“Kreuztoleranz”). Sowhl die Größenordnung der freige-
setzten TNF-a Konzentrationen als auch der Zeitrahmen entsprachen dabei der LPS-induzierten
Endotoxintoleranz.
Mit IL-6 wurde neben TNF-a ein weiteres proinflammatorisches Zytokin untersucht, dessen
Bedeutung als Mediator bei der Entwicklung der Endotoxintoleranz jedoch noch nicht vollstä dig
erforscht ist [44]. Im Gegensatz zur Vorbehandlung mit LPS, durch die zu allen drei Unter-
suchungszeitpunkten eine Endotoxintoleranz induziert werden konnte, wurde eine vermindert
Freisetzung von IL-6 nach primärer Applikation von MALP-2 nur nach 24 Stunden nachgewiesen
(siehe Abb. 26 B). Sowohl zum frühen (3 Stunden) als auch zum späten Untersuchungszeitpunkt
(72 Stunden) zeigten NaCl- und MALP-2-vorbehandelte Mäuse keine deutlich erkennbaren
Unterschiede hinsichtlich der IL-6-Freisetzung.
Die in der Maus reduzierte Freisetzung von IL-6 als Reaktion auf die wiederholte intraperitoneale
Applikation subletaler Endotoxin-Dosen wurde auch von Erroi et al. [37] sowie León et al. [100]
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu konnte in Ratten durch die wiederholte iv-Injektion von LPS
zwar eine herabgesetzte TNF-a-Konzentration, nicht aber eine reduzierte IL-6-Freisetzung
dokumentiert werden [44]. 
Auffallend bei den in dieser Arbeit durchgeführten Toleranzversuchen waren die stark voneina der
abweichenden Reaktionen der individuellen Mäuse auf die Injektion. Wie bereits unter 3.2.6
dargelegt, wiesen zwei von 18 Kontrolltieren (Primärinjektion: NaCl-Lösung, Sekundärinjektion:
1 µg LPS) weder erhöhte TNF-a-, noch erhöhte IL-6-Konzentrationen auf. Das vollständige
Ausbleiben einer Reaktion konnte nicht abschließend geklärt werden. Neben einer mißglückten
Injektion wurde ein bereits bestehender Toleranzstatus der frühen Phase in Betracht gezogen. Da
die Tiere weder vom Züchter noch im hiesigen Institut steril gehalten wurden, war die Möglichkeit
einer bestehenden Infektion und somit einer Toleranz der frühen Phase durchaus gegeben. Im
Gegensatz dazu wurde eine Toleranz der späten Phase, die Wochen bis Monate andauern kann,
als unwahrscheinlich betrachtet, da sie von der Synthese O-spezifisch r Antikörper abhängig ist
und eine Infektion der Tiere mit dem gleichen Bakterienstamm erfordern würde, aus dem das
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injizierte LPS gewonnen wurde [80].
Bei vier weiteren, NaCl-vorbehandelten Kontrolltieren konnte darüber hinaus zwar eine erhöhte
IL-6-Konzentration, jedoch kein Anstieg bezüglich der TNF-a-Freisetzung nachgewiesen werden.
Dies wurde als ein Hinweis darauf gewertet, daß die Freisetzung von IL-6 und TNF-a unabhängig
voneinander reguliert wird. Die unterschiedliche Regulation der TNF-a- un  IL-6-Synthese durch
MDHM-stimulierte Makrophagen wurde bereits dokumentiert [47]. Gestützt wurde diese An-
nahme auch dadurch, daß die TNF-a- und IL-6-Freisetzung nach Vorbehandlung mit MALP-2
und sekundärer Applikation von LPS unterschiedlich verlief: Während die durch MALP-2
induzierte Reduktion der TNF-a-Freisetzung bereits nach drei Stunden einsetzte und
auch nach 24 und 72 Stunden noch anhielt, war, wie bereits erwähnt, die IL-6-Freisetzung
lediglich nach 24 Stunden verringert (siehe Abb. 26 B). Im Gegensatz dazu wies die IL-6- und
TNF-a-Freisetzung nach Vorbehandlung mit LPS keine Unterschiede auf. Daraus konnte gefol-
gert werden, daß LPS und MALP-2 über verschiedene Wege der Signaltransduktion verfügten.
Eine unterschiedliche Regulation der Zytokinfreisetzung in LPS-toleranten Mäusen wurde auch
von Erroi et al. dokumentiert [37]. Sie konnten durch Injektion von PMA (Phorbol 12-Myristat
13-Azetat), einem Aktivator der Proteinkinase C, die reduzierte IL-6-Freisetzung in LPS-
toleranten Mäusen aufheben. Im Gegensatz dazu blieb die durch wiederholte Applikation v n LPS
herabgesetzte TNF-a- reisetzung unbeeinflußt.
In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, daß MALP-2 die prinzipielle Fähigkeit besitzt, eine Toler-
anz gegenüber Endotoxin zu induzieren. Versuche allerdings, die Regulation der Zytokin-
freisetzung bzw. die Signaltransduktionswege von LPS und MALP-2 in der Endotoxintoleranz
zu untersuchen, konnten aus Zeitmangel nicht durchgeführt werden. Auf eine Diskussion dieser
Punkte, die aufgrund der fehlenden Untersuchungen sowie der Komplexität des Phänomens einen
rein spekulativen Charakter hätte, wird daher verzichtet.
4.5     Ausblick
Das mykoplasmale Lipopeptid MALP-2 ist in vivo, wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, ein potenter Stimulator der unspezifischen Immunabwehr. Dies äußerte sich u. a. in einer
Freisetzung von Zyto- und Chemokinen durch aktivierte Makrophagen.
Wie bereits unter 4.4 erläutert, kann durch die Vorbehandlung mit MALP-2 eine durch die
reduzierte Freisetzung von TNF-a gekennzeichnete Endotoxintoleranz induziert werden. Die
daran beteiligten Mechanismen konnten aus Zeitmangel nicht weiter untersucht werden. Um das
Phänomen der MALP-2-induzierten Endotoxintoleranz verstehen und eventuell nutzen zu können,
wäre eine Erforschung dieser Mechanismen jedoch notwendig. Eine potentielle Anwendung wäre
in einer prophylaktischen Applikation von MALP-2 zur Vermeidung eines septisch n Schocks zu
sehen.
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Eine weitere klinische Anwendungsmöglichkeit von MALP-2 ist der Einsatz dieses Lipopeptids
zur Beschleunigung einer verzögerten Wundheilung. Diese Möglichkeit begründet sich auf der
hier nachgewiesenen Fähigkeit von MALP-2, in vivo die Freisetzung von Chemokinen zu in-
duzieren. Zu diesen Chemokinen zählen die u. a. auf Makrophagen/Monozyten chemotaktisch
wirkenden b-Chemokine MIP-1a und MCP-1. Da Makrophagen eine wichtige Quelle für
Wachstumsfaktoren darstellen, die für die Wundheilung von essentieller Bedeutung sind, wie z. B.
PDGF (platelet-derived growth factor) oder TGF (transforming growth factor)-b ist eine Wund-
heilung ohne Makrophagen nicht möglich [98].
Erste Vorversuche, in denen MALP-2 intrakutan in die Rückenhaut von NMRI-Mäusen injiziert
wurde, waren vielversprechend und zeigten, daß MALP-2 auch dort wirkt, wo es bei Wundhei-
lungsexperimenten appliziert werden soll. So konnte drei Tage nach der Injektion von gelöstem
sowie Liposomen-inkorporiertem MALP-2 eine deutliche Akkumulation von Leukozyten in der
Haut nachgewiesen werden. Diese war sowohl nach Injektion von Kontroll-Liposomen als auch
nach Injektion von 10 % (v/v) 2-Propanol in NaCl nicht detektierbar. Sechs Tage nach der
Applikation von MALP-2 wurden erste Gefäßeinsprossungen sichtbar (U. Deiters, P. F. Mühlradt,
unveröffentlicht).
Die Anwendung von MALP-2 in der Wundheilung ist von der GBF als Patent angemeldet (P. F.
Mühlradt & U. Deiters, DE 198 22 820.1).
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5   ZUSAMMENFASSUNG
Ziel der vorliegenden Arbeit war der Nachweis einer in vivo Aktivität von MALP-2, einem
Lipopeptid aus M. fermentans, das in vitro über die Fähigkeit verfügt, Makrophagen u. a. zur
Freisetzung von IL-6, TNF-a und NO zu stimulieren. MALP-2 stand dabei stellvertretend für die
Vielzahl mykoplasmaler Lipopeptide, die aufgrund des freien N-Terminus über eine vergleichbar
Struktur und somit über ein ähnlich hohes Makrophagen stimulierendes Potential verfügen. Der
Schwerpunkt der in vivo Untersuchungen lag in dem Nachweis einer möglichen Beteiligung von
MALP-2 an der Infiltration von Leukozyten am Infektionsort, einem Phänomen, das bei Myko-
plasmeninfektionen bereits mehrfach dokumentiert, dessen Ursache jedoch noch weitgehend
unerforscht ist.
Die Fähigkeit von MALP-2, die Synthese und Freisetzung chemotaktisch aktiver Mediatoren zu
induzieren, wurde zunächst in in vitro-Experimenten mit murinen Peritonealmakrophagen nach-
gewiesen. Dabei konnte MALP-2 erstmals als ein potenter Stimulator der Chemokinsynthese
identifiziert werden. Mit 50 pg/ml lag die für halbmaximale Freisetzung der Chemokine MIP-1a,
MIP-2 und MCP-1 benötigte MALP-2-Konzentration sogar um eine Zehnerpotenz niedriger als
die erforderliche Konzentration an LPS.  
Für die in vivo Untersuchungen wurde MALP-2, das natürlicherweise in der mykoplasmalen
Zytoplasmamembran integriert ist, mit hoher Effizienz in Liposomen inkorporiert. Diese wurden
so konstruiert, daß sie in ihrer Zusammensetzung der Membran von . fermenta s weitgehend
ähnelten. Wie mit Hilfe des NO-Tests ermittelt werden konnte, blieb die Makrophagen stimulier-
ende Aktivität von MALP-2 auch nach der Inkorporation in Liposomen erhalten und lag, bei
gleichem Gehalt, in der Größenordnung wie die Makrophagen stimulierende Aktivität
hitzegetöteter Mykoplasmen. Kontroll-Liposomen induzierten im Gegensatz dazu keine NO-
Freisetzung.
Der Beweis einer in vivo Aktivität von MALP-2 erfolgte nach intraperitonealer Injektion ver-
schiedener MALP-2-Präparationen in NMRI-Mäuse. Sowohl die Applikation hitzegetöteter
Mykoplasmen als auch die Injektion von gelöstem und Liposomen-gebundenem MALP-2  führte
zu einem über 72 Stunden andauernden Anstieg der Leukozyten im Peritonealraum. Dieser
Anstieg beruhte zum einen auf der Infiltration polymorphkerniger Granulozyten, die nach 24 - 48
Stunden ein Maximum erreichte, zum anderen auf der sich daran anschließenden Infiltration von
Makrophagen/Monozyten. Die Anzahl der Lymphozyten im Peritonealraum blieb demgegenüber
unverändert.
Als eine Ursache für die beobachtete Leukozyteninfiltration wurden signifikant erhöhte Kon-
zentrationen der Chemokine MIP-1a, MIP-2 und MCP-1 im Serum und in der Peritonealflüssig-
keit der MALP-2-behandelten Mäuse nachgewiesen. MCP-1 und MIP-1a, beides u. a. auf
Makrophagen/Monozyten chemotaktisch wirkende Chemokine, erreichten zwei bzw. sechs
Stunden nach der Applikation maximale Konzentrationen. Diese waren auch nach 24 Stunden
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noch erhöht. Von MIP-2, dem auf neutrophile Granulozyten chemotaktisch wirkendem Chemo-
kin, wurden ebenfalls nach zwei Stunden maximale Konzentrationen freigesetzt. Nach 24 Stunden
lagen diese jedoch wieder auf dem Niveau NaCl-behandelter Kontrolltiere. Neben einer gestei-
gerten Chemokinfreisetzung konnten auch signifikant erhöhte IL-6-Konzentrationen im Serum
MALP-2 behandelter Mäuse nachgewiesen werden. Eine MALP-2 induzierte Freisetzung von
TNF-a war aufgrund der geringen Halbwertszeit dieses Zytokins nach zwei Stunden nicht mehr
zu ermitteln.
Nachdem die in vivo Aktivität von MALP-2 durch den Nachweis einer MALP-2-induzierten
Freisetzung von Chemokinen und einer daraus resultierenden Leukozytenchemotaxis bewiesen
war, wurde die Fähigkeit dieses Lipopeptids untersucht, eine Toleranz gegenüber Endotoxin zu
induzieren. Das Phänomen der Endotoxintoleranz beschreibt ein u. a. durch die Applikation
subletaler LPS-Dosen induziertes, refraktäres Stadium gegenüber Endotoxin. Charakteristisch für
dieses Stadium ist die reduzierte Freisetzung von Zytokinen, darunter TNF-a, dem zentralen
Mediator im Endotoxinschock.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, daß MALP-2 in der Lage ist, eine solche Endo-
toxintoleranz zu induzieren. Die Applikation von LPS führte bei MALP-2-vorbehandelten Mäusen
in einem Zeitraum von drei bis 72 Stunden zu einer reduzierten Freisetzung von TNF-a. Ei e
verminderte Synthese von IL-6 konnte im Gegensatz dazu nur 24 Stunden nach der Primärinjek-
tion von MALP-2 induziert werden.
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